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Resumen

Los macrociclos conocidos como resorcinarenos han sido ampliamente estudiados en las
Gltimas décadas debido a sus caracteristicas estructurales, entre muchos de los usos que
se han dado, los encontramos como cavitandos, hospederos, quimiosensores, y como
agentes modificantes de fases estacionarias para HPLC, en este dltimo campo se
encuentran algunas fases estacionarias poliméricas que son de gran interés en la
actualidad, conocidas como monolitos y de las cuales existe una gran variedad, como
aqguellas derivadas de glicidilmetacrilato que permiten obtener materiales monoliticos que
contienen grupos oxirano muy labiles a la reacciéon con nucleéfilos. Con base en las
propiedades estructurales de los resorcinarenos y de materiales monoliticos derivados de
glicidilmetacrilato, se sintetizaron varios resorcinarenos modificados en el borde superior
con sustituyentes funcionalizados con acidos carboxilicos, los cuales se emplearon para
funcionalizar material monolitico derivado de glicidilmetacrilato mediante “grafting”-método
epoxi. Posteriormente se evalué la interaccibn de péptidos con estos materiales
monoliticos modificados, estableciendo su potencial uso como fases estacionarias para
HPLC.

Palabras clave: calix[4]resorcinareno, material monolitico, glicidilmetacrilato,

funcionalizacion.



Abstract

In recent decades, macrocycles known as calix[4]resorcinarenes have been widely studied
due to their structural characteristics, among many of the uses that have been given we
find them as cavitands, hosts, chemosensors and as stationary phase modifying agents for
HPLC. In this last field are some polymer stationary phases that are very interesting, known
as monoliths and there are a wide variety, such as those derived from glycidyl methacrylate
that allow to obtain monolithic materials containing oxirane groups very labile to reaction
with nucleophiles. Based on the structural properties of the resorcinarenes and monolithic
materials derived from glycidyl methacrylate, were synthesized several resorcinarenes with
different length in the aliphatic chain that were modified in upper rim, with carboxylic acids,
which were used as nucleophiles and esterification was promoted with oxirane group of the
monolithic material derived from glycidyl methacrylate. Subsequently, behavior of these
monolithic materials modified with peptides was evaluated. Establish their interaction with
peptide chains of different characteristics and establishing their potential use as stationary
phases for HPLC.

Keywords: calix[4]resorcinarene, monolithic material, glycidylmethacrylate,

functionalization.
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Introduccidén

Los macrociclos conocidos como resorcinarenos, son ampliamente usados en quimica
supramolecular, quimica analitica, bioquimica y medicina.'? Sus caracteristicas
estructurales permiten formar estructuras similares a un caliz mediante los cuales
interaccionan con diferentes tipos de analitos como cationes, aniones o moléculas neutras.
Adicionalmente, pueden tener sustituyentes alifaticos o aroméaticos en el borde inferior que
podria aumentar las posibilidades de interaccion con otras moléculas. Esta caracteristica
ha permitido que en las Udltimas décadas hayan sido usados en el desarrollo de
hospederos, cavitandos, capsulas, dendrimeros e incluso como catalizadores.?

Sin lugar a duda, los resorcinarenos son compuestos que presentan potenciales usos, pero
uno de los mas destacados es como agentes modificantes de fases estacionarias.!
Algunos estudios anteriores a esta investigacion han presentado la modificacién con
resorcinarenos de columnas empacadas con silica y las han empleado en la separacién
de analitos, como isémeros de nitroanilina.®> Por ello se exploraron otras fases
estacionarias que pudieran ser modificadas con estos tetrameros, entre las que se
encontraron las fases estacionarias preparadas a partir de derivados de metacrilato, como
las que contiene 2,3-epoxipropilo, conocido comercialmente como glicidilmetacrilato
(GMA). Esta reaccion permitiria obtener materiales monoliticos modificados con este tipo
de macrociclos y su aplicacion como fases estacionarias para RP-HPLC podria ser muy
atil, considerando la gran afinidad huésped-hospedero que han presentado estos
macrociclos con amino&cidos,* podria extrapolarse su interaccion a biomoléculas como

péptidos.

Ahora bien, el objetivo de este trabajo es modificar la superficie de un material monolitico
derivado de glicidiimetacrilato con resorcinarenos y evaluar su uso en el andlisis de

péptidos por HPLC. Para ello se sintetizaron varios resorcinarenos, se prepararon varios
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materiales monoliticos que contenian GMA y por primera vez, se realizé una reaccion entre
resorcinarenos y copolimeros derivados de metacrilatos, empleando “grafting”-método
epoxi. Posteriormente, se evalud la interaccién entre el material monolitico modificado con
resorcinarenos y diferentes péptidos y finalmente se evalué el comportamiento de los
materiales monoliticos en moldes (vidrio, PEEK y acero) con el fin de aportar al desarrollo

de fases estacionarias para HPLC.
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1. Fundamento Teodrico

1.1 Calix[4]resorcinarenos

1.1.1 Generalidades

Los calix[4]resorcinarenos son compuestos anélogos a los calixarenos, conocidos también
como resorcinarenos, resorcinoles, octoles, etc. Estdn conformados por cuatro unidades
de resorcinol unidos mediante un puente metileno que puede o no estar sustituido (Figura
1-1). La sintesis de calixarenos se remonta a 1872 cuando Bayer presenté la reaccién de
fenol con aldehidos. Posteriormente Michael publicé la sintesis de calix[4]resorcinareno a
partir de benzaldehido y resorcinol. Pero no fue sino hasta 1940 que Niederl y Vogel
propusieron la estructura como la de un tetramero ciclico y finalmente en 1968 Erdtman
establecié inequivocamente la estructura de estos compuestos mediante el andlisis de

monocristales por Rayos-X.®

Figura 1-1. Calix[4]resorcinareno

Borde e
superior

Borde )
inferior

R = Alquil 6 aril

Una de las principales caracteristicas de estos macrociclos es la flexibilidad que confieren

los puentes metileno que unen las unidades aromaticas, de ahi que los
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calix[4]resorcinarenos tengan la capacidad de adquirir diferentes conformaciones
permitiendo la formacion de enlaces de hidrogeno. La estructura de los
calix[4]resorcinarenos esta dividida en dos partes: borde superior y borde inferior (Figura
1-1).6

1.1.2 Caracteristicas conformacionales de calix[4]resorcinarenos

Estos macrociclos pueden generar cinco conformaciones diferentes: cono, bote, silla,
diamante y silla de montar, como se muestra en la Figura 1-2-A.°> Adicional a la
conformacion de los anillos del macrociclo se debe analizar la estereoquimica de los
resorcinarenos teniendo en cuenta la configuracién de los sustituyentes de los puentes
metileno. De esta manera se toma como referencia uno de los sustituyentes (r) y con
respecto a este se define si los otros tres sustituyentes estan en posicién cis (c) o trans (t)
(Figura 1-2-B). Finalmente, debe tenerse en cuenta la configuracién individual de los

sustituyentes de los puentes metileno (Figura 1-2-C).

Figura 1-2. Conformaciones y configuraciones del anillo macrociclo® y los sustituyente de

los puentes metileno

) I

A

b Y
W\ A
\ |
Cono Bote Sila Silla de montar Diamante
B C HO OM
R R R R |
HoO 4 ) on
R — R
R R R R 4
| = - R R Nou

R R R

)
rcce rect R R R nct R N

HO' OH
A. Conformaciones de resorcinarenos; B. configuracion del anillo macrociclo y C. Configuracion de los

sustituyentes del puente metileno

La estabilidad de los conférmeros esta determinada por las condiciones de reaccion, sin

embargo, la mayoria de las publicaciones presenta la obtencion de la conformacién tipo
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cono como la mas frecuente, aunque también se encuentra la presencia del conférmero
bote, pero la rapida interconversion de este conférmero se describe como cono. También
la presencia de enlaces de hidrégeno y las interacciones entre el calix[4]resorcinareno y el

disolvente pueden afectar la conformacién que adquiere el macroclico.’

1.1.3 Sintesis

Los calix[4]resorcinarenos se obtienen comunmente por condensacion de resorcinol con
aldehidos alifaticos o aromaticos catalizado con &cido.”® (Esquema 1-1) Para la obtencion
de calix[4]resorcinarenos se emplea una mezcla de etanol:agua en donde se solubiliza
resorcinol y aldehido, se adiciona acido y la mezcla se lleva a reflujo. 12 La sintesis de
estos macrociclos también puede realizarse mediante metodologias alternativas;
empleando &cidos de Lewis y 2,4-dimetoxicinamatos,*® 1,3-dialcoxibencenos,'* 1,3,5-

trioxano y Sc(OTf)s,® entre otros.

Esquema 1-1. Obtencién de macrociclos tipo resorcinareno

HO. OH
EtOH, [HCI]

4 + 4R-CHO ————
Reflujo

R = Alquil 6 aril

1.1.4 Funcionalizacion de calix[4]resorcinarenos

La funcionalizacién de los calix[4]resorcinarenos puede presentarse en el borde superior o

en el borde inferior como se describe a continuacion:

+ Funcionalizacién del borde superior

La funcionalizacién en el borde superior se puede realizar en el oxigeno fendlico o en la
posicion orto libre a estos grupos hidroxilos (carbono 2). Los carbonos ubicados en
posicion orto a los hidroxilos son labiles a ataques con electrdfilos, lo cual permite llevar a

cabo reacciones de sustitucion electrofilica aromética, lo cual aumenta las posibilidades de
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sintesis de resorcinarenos. Para la funcionalizacion de la posicion orto a los hidroxilos se
puede emplear la reaccion de Duff'® obteniendo calix[4]resorcinarenos formilados que
pueden reaccionar facilmente con aminas alifaticas o aromaticas (Esquema 1-2-A).'" Los
calix[4]resorcinarenos también pueden ser modificados con aminoacidos como alanina y
glicina, mediante la reaccion de Mannich, mejorando la solubilidad en agua (Esquema 1-
2-B), y permitiendo que estos macrociclos modificados puedan ser empleados como
cavitandos.'” De la misma manera, Kanaura ha empleado piridina, N-6xidos, acetatos,
nitrilos y cloruros de alquilo para la obtenciébn de cavitandos.'®* Ademas, estas
modificaciones en los calix[4]resorcinarenos permite mejorar su habilidad de interaccion

con aminoacidos.*

Esquema 1-2. Funcionalizacién del borde superior de resorcinarenos

A
=

|
N
HO OH HO OH HO OH
HMTA, TFA R-NH, CHCl;
4 4 4

R

a.Bn

b. CH(CH3Ph
c. n-oct

d. Ph

o

: i

oH HN
NH.
HO OH o)\/ 2 Ho. OH
—_
E@%ﬁ HCHO, C¢Hg, EtOH
4 4

A. Funcionalizacion del borde superior mediante reaccién de Duffl® y B. Obtencion de aminoéacidos C-

metilcalix[4]resorcinareno’

Asi mismo, al realizar la sulfonato metilacion de los calix[4]resorcinarenos con
formaldehido y sulfito de sodio se obtiene supramoléculas tipo huésped-hospedero
capaces de interactuar con varias moléculas.® También puede modificarse el carbono 2
del resorcinol para la obtencién de tetrabromoresorcinarenos,'® tiometilaciones® y
adiciones de Michael para la obtencion de resorcinarenos con sustituyentes derivados de

naftol.?° Pero sin lugar a duda, una de las reacciones mas interesantes en la modificacién
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del borde superior de calix[4]resorcinarenos es la diazotacion para la obtencién de
azocalix[4]resorcinarenos (Esquema 1-3),%! ya que los compuestos diazotados en general
pueden presentan multiples aplicaciones: apertura y cierre de membranas celulares,

control de conformacién a-helical, bisagras moleculares, etc.??

Esquema 1-3. Acoplamiento azo de calix[4]resorcinarenos?!

- N
N, o 2 (: Ry=H;Ry=Cl R,
(I): Ry=H; R;=NO,
Ry Ry (I): Rqy=H; R, =CH;
HCI, NaNO, (IV): Ry=H; R; =OCH3;
—_—
0-5°C (V): Ry=H;R,;=COOH

(VI): Ry=OH; R, =H
(VIl): Ry=H; R, =H

R1

- N
Wz
R, N
R; NaOH \\N
—_—

0-5°C

R,

Por otro lado, las modificaciones sobre los grupos hidroxilo de las unidades de
calix[4]resorcinareno han sido ampliamente estudiadas. Por ejemplo, Horberg acetil6 los
hidroxilos de una serie de calix[4]resorcinarenos mediante reaccion de este macrociclo con
anhidrido acético y piridina (Esquema 1-4).82324 Al igual que Horberg, autores como
Rissanen,?* han realizado la acetilacion de los grupos hidroxilo, asi como reacciones de

acilacion y bromometilacién.

Esquema 1-4. Acetilacion de calix[4]resorcinarenos®

Ac,0
_
CsHsN, 100°C, 1h




28

4+ Funcionalizacion del borde inferior

La funcionalizacién del borde inferior de los calix[4]resorcinarenos se presenta en los
sustituyentes del puente metileno. Por ejemplo, Mishra prepar6 un calix[4]resorcinareno a
partir de resorcinol y acido 4-formilbenzoico, en este paso, dos de los grupos carboxilos
son esterificados e impiden la esterificacion de los otros dos grupos carboxilo.
Posteriormente mediante sustitucion nucleofilica en los grupos carboxilos de los
sustituyentes del puente metileno se produce resorcinareno tetrahidrazida (RTH). Este
macrociclo se empleé para estabilizar nanoparticulas de oro y para deteccion de

fenilalanina en suero humano (Esquema 1-5).2°

Esquema 1-5. Funcionalizacion de calix[4]resorcinarenos en el borde inferior?®

HO. OH EtOH, [HCI]
—_
+ —_—TP
sore Q O

EtOH
Reflujo 24 h

HO' o Dcc

C,H500C 'COOH H,NHNOC

1.1.5 Aplicaciones de calix[4]resorcinarenos

Sus caracteristicas estructurales permiten que puedan ser empleados en multiples areas
como quimica supramolecular, analitica, bioquimica, medicina, cromatografia y muchos
otros campos. Han sido empleados en nanomedicina,?® como catalizadores en sintesis
organica,?’ como cavitandos: para la formacion de complejos o el transporte de
farmacos.?®3° Y una aplicaciéon de gran relevancia para el presente estudio es en la
formacion de sistemas huésped hospedero,!*? con moléculas organicas®y es de esperar
gue puedan interaccionar con aminoacidos, dipéptidos y tripéptidos de la misma manera
gue han sido empleados calixarenos publicados por Mutihac®® o éter corona presentados

por Paik.3*
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Adicionalmente han sido usados como colorantes para fibras como algodén o lana,®3¢
como quimiosensores para la deteccion de cationes, aniones y moléculas neutras,*” como
capsulas,®®%* en la sintesis de dendrimeros.?®%%y también se emplean en técnicas de
separacion como extraccion en fase solida, cromatografia de gases, electroforesis capilar,
cromatografia iénica, en membranas liquidas,! y como agentes modificantes de fases
estacionaras para HPLC.* Por ejemplo, Gong y colaboradores realizaron la modificacion
de una columna de silica con tetrametilresorcinareno para la separacion de isbmeros de

nitrofenol y de enantiémeros de compuestos quirales.?

En estudios recientes se ha presentado la modificacién de fases estacionarias silica gel
RP-18 para HPLC con C-tetra-n-undecilcalix[4]resorcinareno, aprovechando sus diferentes
propiedades hidrofilicas en el borde superior y propiedades lipofilicas en el borde inferior.*?
Sokoliep y colaboradores también emplearon calix[4]resorcinarenos para la separacion de
antipsicéticos derivados de tioxanteno (flupentixol, clopentixol, clorprotixeno) y un
antidepresivo triciclico (doxepina).** Ruderisch modificé todos los grupos hidroxilo de
calix[4]resorcinarenos con isocianato de isopropilo y posteriormente inmovilizé el
calix[4]resorcinareno derivatizado a través de los sustituyentes de los puentes metileno
gue contienen doble enlace terminal mediante una reaccion de radicales libres sobre una

fase estacionaria de silica funcionalizada con mercaptopropil (Esquema 1-6).%

Esquema 1-6 Fase estacionaria de silica con calix[4]resorcinareno*
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Sin lugar a duda estos antecedentes, permiten explorar otras fases estacionarias para la
posible modificacion con resorcinarenos, como por ejemplo, aquellas preparadas a partir
de derivados de metacrilato, como 2,3-epoxipropilmetacrilato, el cual contiene un grupo
oxirano muy reactivo que pueden sufrir facilmente una reaccion de apertura seguida de
una sustitucion nucleofilica en los carbonos electrofilicos labiles a ataques con reactivos
nucleofilicos que contienen grupos amina, hidroxilo o carboxilo,* como los
calix[4]resorcinarenos. Este tipo de reaccion no se ha realizado hasta la fecha, y permitiria
el uso de fases estacionarias poliméricas modificadas con resorcinarenos como una

potencial técnica de separacion y analisis de mezclas complejas.

1.2 Columnas Monoliticas

1.2.1 Generalidades

La cromatografia es una técnica desarrollada hace mas de un siglo por Tswett, que define
el método cromatografico como el uso de adsorbentes y disolventes especificos para la
separacion de un analito de interés.* A partir de entonces, la técnica ha evolucionado*>->!
y las fases estacionarias pasaron a considerarse el “corazén” del HPLC, puesto que en
gran medida la separaciéon de mezclas complejas depende de ellas, por ello las mejoras y
modificaciones quimicas de las fases estacionarias no se hicieron esperar, empezando

con la disminucién del tamario de particula.>!

La técnica de produccion de particulas uniformes permiti6 que el tamafio de estas
disminuyese a ~2 um, lo cual redundé en mejores separaciones, pero se generé un
aumento en la presion del equipo, debido a la reduccién de espacios intersticiales y la
permeabilidad, por ello fue necesario fabricar equipos que pudieran resistir presiones de
hasta 1200 bar, sin embargo, el costo de fabricacion y mantenimiento de estos equipos era

elevado, lo cual limité su asequibilidad.

Por lo anterior, algunos investigadores sugirieron que era necesario desarrollar materiales
MAas porosos que permitieran reducir la resistencia hidraulica de la fase estacionaria al
paso de la fase mavil (altos flujos con presiones bajas) y que ademas mantuvieran igual o

mayor eficiencia que las columnas empacadas empleadas en HPLC. De alli surge, hacia
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1990, la idea de columnas monoliticas, que son estructuras rigidas porosas derivadas de
reacciones de polimerizacion organica®? o inorganica,>® su estructura esta conformada por
una red de canales mediante la cual se separan eficientemente moléculas y

biomoléculas.>

Estos materiales han sido estudiados durante las Gltimas décadas y el avance en cuanto
a su preparacion, funcionalizacién y aplicacién ha crecido exponencialmente, desde 1967,
cuando se desarrollé la primer matriz polimérica® hasta las investigaciones de Hjertén,>®
Tennikova,5” Svec,® entre otros, gue lograron considerables avances en el desarrollo,

obtencion y aplicacion de columnas monoliticas.

Es claro que los monolitos se han convertido en una alternativa cromatografica, permiten
aumentar la velocidad del flujo sin comprometer la resolucion. El aumento de flujo trae
consigo un aumento en la presion ejercida sobre el lecho polimérico, pero es gracias a los
macroporos, que son canales interconectados por donde fluye la fase mévil, que es posible
controlar la presion y por tanto la estructura del monolito no se ve comprometida. Por otro
lado, si se desea mantener o mejorar la resolucion de las muestras analizadas debe
contarse con un material capaz de proporcionar suficiente area superficial, en donde la
transferencia de masa sea eficiente y el anclaje (interaccion del analito con la fase
estacionaria) a las moléculas se dé con facilidad. Estas caracteristicas son propias de los
monolitos, los cuales estan conformados por mesoporos, dentro de los cuales se realiza la

retencion de los analitos. 85960

Las columnas monoliticas se caracterizan por su buena permeabilidad, se pueden preparar
in situ®? y estan herméticamente unidas a las paredes de la columna, razén por la cual no
presentan pérdida de la fase estacionaria ni de eficiencia. Los monolitos de base organica

presentan tolerancia a valores de pH mayores que los lechos de silica convencionales.

Lo que diferencia una columna monolitica de las columnas empacadas convencionales, es
su estructura (Figura 1-3). Las columnas monoliticas son estructuras rigidas con canales
entrecruzados, herméticamente unida a la columna, mientras que las columnas de silica
estan compuestas por particulas empacadas, el volumen intersticial entre las particulas es
de ~50-60%, mientras que en las columnas monoliticas es de ~80%. Este aumento se

debe a que en las columnas monoliticas el espacio que ocuparian las particulas de silica
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en la empacada corresponde a los macroporos, que son los que permiten mejorar la
permeabilidad. Esto permite aumentar la velocidad de flujo, sin afectarse por la presion, lo

cual significa que los tiempos de analisis se reducen.

Figura 1-3. Comparacion entre la estructura de una columna de silica empacada y una

columna monolitica?*8.62.63

Columna de silica Monolito

Las caracteristicas estructurales de los monolitos permiten que presenten menor riesgo de
compresién, encogimiento y deformidad que las columnas de silica empacadas.®?
Adicionalmente, los monolitos pueden ser modificados quimicamente, esto aumenta su
aplicacion en las diferentes ramas de la quimica y potencializa su papel en el campo de la

cromatografia.

1.2.2 Clasificacion de Columnas Monoliticas

Los monolitos pueden clasificarse en inorganicos y organicos. Los primeros se obtienen
de la polimerizacion de silica y los segundos mediante la reaccién de polimerizacion entre

moléculas organicas

- Columnas monoliticas inorganicas

Este tipo de columnas se preparan a partir de alcoxisilanos y polietilenglicol (PEG)
mediante un proceso conocido como sol-gel lo que permite que posean estructura
multimodal (Figura 1-4)%® y generalmente se preparan dentro de tubos o capilares de silice

fundida.*

Merck, patent6 el monolito inorgénico, conocido como Chromolith®, el cual es actualmente

comercializado y sus bases y principios estan en el trabajo realizado por Minakuchi y col.%3
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La columna de silice de alta pureza patentada por Merck tienen un tamafio de macroporo
de 2 pym y de mesoporo de 13 nm, permite realizar separaciones eficientes en pocos
minutos. Sin embargo, el uso de estas columnas se ve limitado por su baja resistencia al

uso de pH basicos (rango de pH de trabajo 2,0-8,0).

Figura 1-4. MEB de Columna Monolitica de silice.

(a) MEB de la estructura porosa de una columna monolitica de silice (izquierda) y vista aumentada de la entrada
a un macroporo (derecha). (b) Imagen MEB de la estructura de un mesoporo en el esqueleto de una columna

monolitica de silice.®?

* Columnas Monoliticas Organicas

En cuanto a las columnas monoliticas organicas, son las que pueden obtenerse mediante
la reaccion de polimerizacion entre compuestos como metacrilatos, acrilatos, o estireno,
generalmente se preparan in situ, es decir, que la mayoria de grupos de investigaciéon
hacen sus propias columnas y las adaptan a sus intereses.® La ventaja de los monolitos
organicos radica en su mayor resistencia a cambios de pH en comparacion con los

monolitos inorganicos.

Para la preparacion de los monolitos organicos se requiere una mezcla de polimerizacion
compuesta por: mondémeros, entrecruzante, iniciador y porogenos. La lista de los
monomeros que pueden emplearse para la formacién de los monolitos organicos es
bastante extensa, en la Figura 1-5 se enumeran algunos ejemplos.52%¢ La naturaleza
guimica de los monémeros influye en las propiedades del polimero obtenido. Por ejemplo,
si se requiere disminuir la polaridad del monémero puede emplearse derivados de
metacrilato, como: butilmetacrilato o laurilmetacrilato, ya que la polaridad de estos

compuestos cambia en funcion de la cadena radical del éster.

En lo que respecta al entrecruzante, la cantidad empleada afecta las propiedades del

monolito, asi, cuanto mayor porcentaje de este se adicione mayor area superficial
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presentard la fase estacionaria.®” Algunos entrecruzantes empleados en la preparacion de
monolitos organicos son: divinilbenceno (i), N,N’-metanodiilbisprop-2-enamida (j) vy
etilendimetacrilato (EDMA) (k) (Figura 1-5).

Figura 1-5. MonGmeros y entrecruzantes

Monémeros
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Monémeros: Estireno (a), clorometilestireno (b), metilmetacrilato (MMA) (c), butilmetacrilato (BMA) (d),

glicidilmetacrilato (GMA) (e), Acido 1-propano sulfénico (f), 2-vinil-4,4-dimetilaza lactona (g), Acrilamida (h).
Entrecruzantes: Divinilbenceno (i), N,N’-metanodiilbisprop-2-enamida (j), etilendimetacrilato (EDMA) (k).

Por otro lado, los iniciadores son compuestos que permiten dar comienzo a la reaccion, los
mas empleados para realizar la polimerizacion: 2,2'-azobisisobutironitrilo (AIBN), peréxido
de benzoilo (BPO), 1,1-azobis(ciclohexanocarbonitrilo) (ABCN).%8 Adicionalmente, la
mezcla de polimerizacién debe contener porégenos, que son disolventes empleados en la
polimerizacion para formar los poros. El uso del porégeno depende en gran medida de la
metodologia empleada para sintetizar el monolito e incluso de las propiedades que se
esperan en el lecho polimérico. Por ejemplo, Svec y colaboradores prepararon un monolito
organico y los porégenos empleados fueron dodecanol y ciclohexanol,®® al igual que
Okay.”® Horak prepar6 una columna monolitica organica usando como porégeno tolueno,”

posteriormente se empled propanol/1,4-butanodiol/H.O"?

Los monolitos organicos son fases estacionarias que pueden preparase mediante
polimerizacién, existen dos metodologias: la primera metodologia consiste, brevemente,
en verter la mezcla de polimerizacion en un molde generalmente un tubo, posteriormente

se sella el molde y se introduce en un bafio termostatado que permite controlar la
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temperatura. Cuando la polimerizacion termina, el molde se debe conectar a una bomba
gue permita lavar el monolito, retirando cualquier vestigio de mezcla porogénica o
compuestos que no reaccionaron (Figura 1-6).52 En esta metodologia se prepara el
monolito dentro de la columna que se acoplara al equipo HPLC.

Figura 1-6. Preparacion de columnas monoliticas mediante polimerizacion®?

Mezcla de polimerizacion

Solvente de lavado

l —t
- (> ;
i. Unirala | L ‘s0. ‘ol
bomba |
—_—
ii. Lavar { Bomba
Molde Baifio M
termostatado

Uno de los problemas que se presenta en esta metodologia es que los porégenos pueden
desplazar el polimero del molde o que el material polimérico sufra encogimiento radial,
separando el monolito de las paredes del molde y formando canales entre estos dos,
deficiencia que afectaria el flujo y por ende el correcto funcionamiento del lecho polimérico.
Es por ello que se realiza el anclaje del monolito a la pared del molde mediante

silanizacion.?

Los moldes empleados para este tipo de fases estacionarias monoliticas pueden ser de
vidrio, acero, cuarzo, policarbonato, polipropileno, polimeros sintéticos, etc. La seleccion
del tipo de molde depende de las caracteristicas de la reaccion de polimerizacién. Por
ejemplo, si se desea realizar una polimerizacion inducida fotoquimicamente se deben

emplear moldes de cuarzo, que permitan la irradiacion de la mezcla de polimerizacion.5?

La segunda metodologia es descrita por Barut y colaboradores,®? y requieren tres pasos:
(i) Inicialmente se mezcla el mondmero, entrecruzante e iniciador, preparando una solucion
con los porégenos y agua, se debe expulsar el aire con Nz, se inicia la polimerizacién

mediante calentamiento y se agita. Cuando la reaccion finaliza (ii) se debe dejar enfriar
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manteniendo la agitacion. Los componentes solubles se retiran del polimero por
decantacion repetida con agua y alcohol. Posteriormente se retira el polimero del molde,
se corta de acuerdo al dispositivo en el cual se vaya a acoplar, (iii) se realiza la modificacién
quimica y se introduce el monolito en un dispositivo apropiado.5”%7® A diferencia de la
primera metodologia, en esta la preparacion del monolito se realiza en un molde diferente

al que se acoplara en el equipo HPLC.

1.2.3 Control del Tamarfno del Poro

La utilidad y eficiencia del monolito depende en gran medida de la estructura porosa:
cantidad de fase estacionaria y tamafio de macroporos y mesoporos. Estas caracteristicas,
controlan el area superficial, la velocidad y volumen de flujo, asi como la presién y
permeabilidad, de alli que multiples estudios se hayan realizado en torno a las condiciones

gue influyen en el proceso de polimerizacién y en la estructura porosa.®® "

Entre los parametros que deben tenerse en cuenta esta (i) la temperatura™, (i) la
concentracion del iniciador que afecta considerablemente la homogeneidad del monolito,
la temperatura de reaccién y determina el nUmero de nucleos de crecimiento que alteran
la etapa de separacion del monolito y el tamafio de los poros. Asi, Buchmeiser, para la
obtencién de monolitos mediante polimerizacién via metéatesis por apertura de anillo
(ROMP por sus siglas en inglés), establecié que adicionar entre 0,1-1% del iniciador no
afecta el tamafio de los poros.®?.0tro de los parametros que influye en la obtencién de
una columna monolitica Gtil es (iii) la mezcla de porégenos, la cual condiciona el tamafio
de los poros, ya que la polimerizacion inicia en un medio homogéneo hasta que las
cadenas poliméricas aumentan su tamafio, entrecruzandose y separandose del porégeno.
Si el polimero se solvata en el porégeno, el radio de los poros sera menor, por el contrario,
si la fase de separacion entre el porégeno y el polimero formado es evidente, el radio de
los poros sera mayor, por ello es necesario identificar la mezcla porogénica que contribuya

a formar mejor tamario de poro.5®

Adicionalmente, debe tenerse en cuenta (iv) el punto de ebulliciébn de los disolventes
seleccionados como mezcla porogénica, ya que si la temperatura de polimerizacion es
mayor, el disolvente se evapora, generando un estructura porosa irregular y heterogénea.’

Del mismo modo (v) la proporcion entre mondmero, entrecruzante y porégenos, modifica
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la estructura porosa. Por ejemplo, si la mezcla porogénica favorece la formacion de
canales, la cantidad de fase estacionaria sera reducida, lo cual disminuira el area
superficial y por ende afectara la retencién de analitos y la capacidad de la columna.
Generalmente se emplea un porcentaje cercano a ~60% para los porogenos y ~40% de

mezcla monémero/entrecruzante para obtener un monolito homogéneo vy (til.52:58.69.76

1.2.4 Aplicaciones de Columnas Monoliticas

Las columnas monoliticas de base silice son una fase estacionaria ampliamente usada en
HPLC;”” en un estudio reciente, Prasanna y col. modificaron un disco rigido CIM® con el
fin de purificar inmunoglobulina G (IgG,),”® ademas de usarse en la separacion de
proteinas, se ha usado para la separacion de ADN y pequefias moléculas.”®® Las
publicaciones en cuanto a la aplicacion de columnas monoliticas son extensas, a

continuacion, se destacan algunas de ellas:

Tabla 1-1. Lista de algunas aplicaciones de columnas monoliticas

MONOLITO APLICACION Ref

Poli(acido metacrilato-co-
etilendimetacrilato)
Columnas derivadas de glicidil modificadas  Separacion moléculas pequefias &cidas,
con grupos tiol. bésicas y neutras
Viniltrimetoxisilano-1,6-hexanoditiol y
Viniltrimetoxisilano-tetrakis(3-
mercaptopropionato) de pentaeritritol
Alcoxisilanos-poli(etilenglicol) Separacion de analitos aromaticos 83
Metilmetacrilato-glicidilmetacrilato-base de Actividad catalitica
Schiff de paladio

Cuantificacién de sulfonamidas en miel 7

81

Separacion de fenoles, productos 82
naturales, proteinas.

84

1-dodeceno-triacrilato de trimetilolpropano- Separacion de la lisozima de clara de

huevo y moléculas pequefias (aminas y 80
EDMA i

derivados del benceno)
Acrilamida-dimetacrilamida de etilenglicol- Extraccién de hesperetina en pulpa de 85
modificado con hesperetina Citrus reticulata cv. Chachiensis

1.3 Funcionalizacién de Columnas Monoliticas

La superficie de los monolitos puede ser modificada con el fin de emplear la fase
estacionaria en una cromatografia especifica, por ejemplo, si se requiere una fase

estacionaria para separaciones por intercambio i6nico se requerira grupos ionizables en la
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superficie del monolito.®? La funcionalizacién de estas columnas puede realizarse mediante
tres metodologias:®®%” La primera de ellas consiste en realizar la funcionalizacién del
monoémero antes de realizar la reaccién de copolimerizacion,® la segunda corresponde a
la funcionalizacion después de la polimerizacion (post-funcionalizacion o “grafting”) y la
tercera mediante impresion molecular.?®*° De estas tres metodologias, la mas empleada
es la post-funcionalizacion o “grafting”, ya que permite el uso de un polimero
estandarizado, del cual la metodologia de preparacion ha sido completamente descrita y
la modificacion de su superficie no involucra nuevas estandarizaciones de metodologias

de obtencion del polimero.

La modificacion quimica por “grafting” puede darse facilmente en mondémeros como
estireno, el cual mediante modificacion quimica puede convertirse en un grupo altamente
hidrofilico,* o con polimeros que contengan mondémeros muy reactivos como
glicidilmetacrilato (GMA).”*°2 Los copolimeros derivados de GMA, han tenido una gran
acogida como material de preparacion de columnas monoliticas, debido al grupo oxirano
gue posibilita su post-funcionalizacion, ya que este grupo es bastante labil a una reaccién
de apertura anular y una posterior reaccién con nucleofilicos.8”°3% La funcionalizacion de
las columnas monoliticas es un procedimiento que aumenta sus ventajas y aplicabilidad.
A continuacion, se presenta un resumen de algunas modificaciones realizadas hasta la

fecha.

Tabla 1-2. Modificaciones quimicas realizadas en columnas monoliticas

MATRIZ AGENTE MODIFICANTE Ref.

poli(acido metacrilato-co- . . - . . 95
etilendimetacrilato) 3-(trimetoxisilil)propilmetacrilato

Alcoxisilanos Poli(etilenglicol) 83
Metilmetacrilato-glicidilmetacrilato Base de Schiff de paladio 84
Columnas monoliticas de silica (OnyxTM) Selectores  quirales  derivados  de o

poliprolina
Acrilamida-dimetacrilamida de etilenglicol Hesperetina 85

En la modificacion de superficies de polimeros derivados de GMA se han descrito cuatro
métodos (Esquema 1-7). i.) Método DSC (por sus siglas en inglés “disuccinimidyl
carbonate”), ii.) Método CDI (por sus siglas en inglés “carbonyldiimidazole”) y iii.) Método
de bases de Schiff, estos tres métodos son empleados para el anclaje de proteinas a los

polimeros derivados de GMA y consisten en la conversion inicial del grupo oxirano en diol,
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el cual es modificado por diferentes reacciones que posteriormente permitirian el anclaje
de la proteina por el grupo amino.®* Y finalmente el iv.) Método epoxi: en el cual se realiza
el ataque nucleofilico al sistema anular de GMA y generalmente se emplean aminas como
nucledfilos.87:93.94

Esquema 1-7. Post-funcionalizacion (“grafting”) de columnas derivadas de GMA8":93.94

Método DSC
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Generalmente el método epoxi se emplea para el anclaje covalente de proteinas o de
compuestos que contienen grupos amino, sin embargo, en esta investigacion se propone
la modificacion de la superficie de copolimeros derivados de GMA con macrociclos que
contienen grupos carboxilo, lo cual, hasta el momento no ha sido explorado. El uso de
resorcinarenos como agentes modificantes para materiales monoliticos derivados de GMA,
amplia las posibles aplicaciones de columnas monoliticas modificadas, considerando las
propiedades estructurales de los resorcinarenos y sus multiples aplicaciones debido a la

interaccion que puede establecer con analitos de intereés.
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2. Hipotesis

Los macrociclos conocidos como resorcinarenos pueden ser usados como agentes
modificantes de materiales monoliticos derivados de glicidilmetacrilato, que podrian ser
empleados como fases estacionarias para HPLC, utiles en el andlisis de biomoléculas de

tipo peptidico.
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3. Metodologia

En este trabajo se sintetizaron materiales monoliticos con su superficie funcionalizada
guimicamente con resorcinarenos y posteriormente se evaluo su interaccion con diferentes
péptidos. Para obtener estos materiales fue necesario realizar las etapas que se describen

a continuacion:

Etapa 1. Sintesis de los resorcinarenos derivados del butanal, hexanal y decanal, (1A, 1B
y 1C, respectivamente)

Etapa 2. Funcionalizacion de los resorcinarenos obtenidos en la etapa 1 con cloruro de 4-
carboxibencenodiazonio y B-alanina

Etapa 3. Obtencién de materiales monoliticos: poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) y poli(GMA-
co-EDMA), los cuales presenta grupos oxirano altamente reactivos expuestos en su
superficie.

Etapa 4. Modificacion de la superficie de copolimeros con resorcinarenos empleando la
metodologia “grafting”-método epoxi.

Etapa 5. Evaluacién de la interaccién del material monolitico funcionalizado con péptidos

sintéticos.

A continuacion, se describen los métodos empleados en cada una de las etapas del trabajo
3.1 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 purificacion

previa.
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Puntos de fusidn: fueron tomados en un fusiémetro Electrothermal 9100 y se reportan sin

corregir.

Infrarrojo: Todos los espectros se realizaron en espectrofotdmetro PERKIN-ELMER
Paragon, SHIMADZU IR Prestige-21 y THERMO Nicolet iS10, en pastillas KBr 1%. Los
espectros de IR para polimeros se tomaron empleando reflectancia total atenuada (ATR,

por sus siglas en inglés, Attenuated Total Reflection).

Andlisis Elemental: se realizé en un equipo Thermo Scientific Flash 2000 CHN S-O con

detector de conductividad térmica.

Cromatografia en Capa Delgada (CCD): se empled como fase estacionaria silica de la
casa Merck, en cromatofolios de 0,25 mm de espesor y diametro de particula de 10 um.
Como eluyentes y agente revelador se emplearon diferentes mezclas de disolventes y

vapor de yodo, respectivamente.

Masas: La muestra (1 mg/mL) fue mezclada con la matriz (1 mg/mL de é&cido 2,5-
dihidroxibenzoico o acido sinapinico para péptidos y 4-nitroanilina para resorcinarenos)
(2:18, viv), después 1 UL de esta mezcla fue sembrado en el “target”. El experimento fue
tomado en un espectrometro de masas Microflex TOF (Bruker Daltonics, Bremen,

Germany), Laser: 250 disparos y 25-30% poder.

Resonancia Magnética Nuclear: Los espectros de RMN fueron realizados en un
espectrometro BRUKER Avance 400 operado a 400,131 MHz para RMN-'H y 100,623
MHz para RMN-3C. Los desplazamientos quimicos se informan en ppm, utilizando la sefial

de disolvente como referencia.

Microscopia Electronica de Barrido (MEB): se realizé en un microscopio TESCAN
VEGAS3 SB.

Andlisis Termogravimétrico-Calorimetria de Barrido Diferencial (TGA/DSC): se llevo
a cabo en un analizador térmico simultaneo Mettler Toledo (TGA / DSC 3+). Se calentaron

10 mg de cada compuesto de 20 a 600° C (velocidad de calentamiento 10° C mint).
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Raman: se registraron en un microscopio Raman Thermo Scientific DXR con el

desplazamiento de Raman en cm™.

HPLC: se us6 un cromatografo Agilent Series 1260. Se emple6 1 mg/mL de muestra y
como fase movil mezclas de 0,05% TFA en H.O (Solvente A) y 0,05% TFA en ACN
(Solvente B), dependiendo de las caracteristicas de cada muestra. Como fase estacionaria
se empled una columna Chromolith® C-18 (4,6x50mm) y una columna Kromasil Eternity
2.5-C18 (4,6x100 mm), los métodos de analisis cromatogréfico variaron de acuerdo con la
muestra, estos seran especificados en cada uno de los analisis. Para todas las muestras

la longitud de onda de deteccién fue de 210 nm y el volumen de inyeccion de 10 pL.

3.2 Sintesis y funcionalizacion de resorcinarenos

3.2.1 Sintesis de resorcinarenos 1A, 1B y 1C

La sintesis de los resorcinarenos se realizé teniendo como metodologia de partida el
trabajo realizado dentro del grupo de investigacion.ia A una solucién de resorcinol (x mmol)
en una mezcla etanol:agua (1:1) se adiciondé x mmol del aldehido correspondiente (butanal,
hexanal o decanal) y 10 mL de HCI 37%, se dejé reaccionar a reflujo con agitaciéon
constante hasta reaccion completa de reactivos, verificando mediante CCD,
posteriormente se enfrid en un bafio de hielo y se filtr6. El precipitado fue filtrado y lavado

con agua y se sec6 a presion reducida. Asi se obtuvieron los siguientes resorcinarenos:

2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.1%7.1%13,11%1%octacosa-1(25),3(28),4,6,9(27),10,
12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol (1A) Se obtuvo un sélido
amarillo palido. El Rendimiento fue del 82%. El Punto de fusién (descomp.) fue >250°C. IR
(KBr) vmax. (cm™): 3.318 (OH), 2.955 (ArCH), 2.929 (C-H alifatico), 1.617 (C=C Ar.), 1.285
(C-0). UV-vis (max. nm): 286. Andlisis elemental calculado para CoH4sOs: C, 67,58; H,
7,66; O, 24,76. Encontrado: C, 67,94; H, 6,93. RMN-!H (8, ppm (CD3).S0)): 0,90 (t,12H,-
CHs), 1,20 (m,8H,CH), 2,08 (q,8H,CHy), 4,23 (t,4H,CH), 6,15 (s,4H,orto a OH), 7,24
(s,4H,meta a OH), 8,93 (s,8H,0H). RMN-13C (5, ppm (CDs).SO): 16,1, 25,3, 32,7, 49,2,
112,1, 127,2, 129,0, 151,1.° (Anexo 1)
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2,8,14,20-tetrapentilpentaciclo[19.3.1.137.1%13.1151%octacosa-1(25),3(28),4,6,9(27),10,
12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol (1B): Se obtuvo un sélido
amarillo. Rendimiento 83%. Punto de fusion (descomp.) >250 °C. Espectro IR (KBr) vmax.
(cm™): 3.416 (OH), 2.950 (ArCH), 2.928-2.858 (C-H alifatico), 1.620 (C=C Ar.), 1.292 (C-
0). UV-vis (max. nm): 285. Analisis elemental calculado para CagHssOs: C, 74,97; H, 8,39;
0, 16,64. Experimental: C, 70,22; H, 8,14. RMN-H (3, ppm (CDs3).S0): 0,85 (t,12H, CHs),
1,19 (m, 8H, CHy), 1,28 (m, 16H, CH,), 2,03 (m, 8H, CH>), 4,24 (t, 4H, CH), 6,17 (s, 4H, H
orto a OH), 7,16 (s, 4H, H meta a OH), 8,90 (s, 8H, OH). RMN-3C (3, ppm (CD3).S0): 14,1,
22,4, 27,6, 31,6, 33,1, 34,1, 102,5, 123,2, 124,9, 151,8. (Anexo 2)

2,8,14,20-tetranonilpentaciclo[19.3.1.1%37.1%13,1151%octacosa-1(25),3(28),4,6,9(27),10,
12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol (1C): Se obtuvo un sélido
amarillo palido. Se cristalizé obteniendo un sdélido cristalino blanco. Rendimiento 87%.
Punto de fusién(descomp.) >250 °C. Espectro IR (KBr) vmax. (cm™?): 3.258 (OH), 2.925
(ArCH), 2.853 (CH alifatico), 1.620 (C=C), 1.294 (C-0O). UV-vis. (méx. nm): 286. Analisis
elemental calculado para CesHo6Os: C, 77,38; H, 9,74; O, 12,88. Experimental: C, 76,13; H,
9,91. RMN-H (&, ppm (CD3).SO): 0,83 (t,12H, CHs), 1,20 (s. ancho, 56H, CH>), 1,96 (s.
ancho, 8H, CH>), 4,21 (t, 4H, CH), 6,15 (s, 4H, H orto a OH), 7,07 (s, 4H, H meta a OH),
8,88(s, 8H, OH). RMN-3C (3, ppm (CD3).S0): 13,8, 22,1, 27,8, 28,8, 28,9, 29,2, 29,2, 29,3,
31,4, 34,2,102,4, 123,0, 124,3, 151,7. (Anexo 3)

3.2.2 Acetilacién de resorcinarenos

Después de obtener los resorcinarenos 1A, 1B y 1C, se procedid a realizar la modificacion
en el borde superior de cada resorcinareno, mediante reaccién de acetilacion. Siguiendo
la metodologia planteada por Reinhoudt y col.:*" se disolvié el resorcinareno (1A, 1B o 1C)
correspondiente (x mmol) en una mezcla de anhidrido acético (40 mL) y piridina (1 mL). La
mezcla de reaccion se agité a 100 ° C durante 1 h. Luego se afiadié metanol (40 mL), y
finalmente se cristalizé6 por evaporacion lenta del disolvente a temperatura ambiente. El
precipitado se filtrd, se lavé con etanol y se secé a temperatura ambiente, obteniendo los

siguientes resorcinarenos acetilados:
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2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.13,7.19,13.115,19]octacosa-1(25),3(28),4,6,9
(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-octail-octaacetato (2A):
Se obtuvo un sélido cristalino blanco. Rendimiento 83%. Punto de fusion 277-282 °C.
Espectro IR (KBr) vmax. (cm™): 2.961 (ArCH), 2.936-2.873 (CH alifatico), 1.761 (éster
C=0), 1.207-1.162 (C-O). Analisis elemental calculado para CssHessO16: C, 67,73; H, 6,50;
O, 25,78. Experimental: C, 69,13; H, 6,60. Masas MALDI-TOF (4-nitroanilina): calcd. para
Cs6Hs4O16: M/z= 992,42 [M]*; Encontrado: m/z = 1.015 [M + Na]*. RMN-1H (8, ppm (CDsCl)):
0,92 (t,12H, CHs), 1,34 (m, 8H, CH>), 1,85 (s. ancho, 8H, CHy), 2,17 (s. ancho,24H, CH3),
4,18 (t, 4H, CH), 6,90 (s. ancho, 4H, H meta y orto a OH). RMN-3C (3, ppm (CDsCl)): 14,0,
20,8, 20,9, 36,4, 36,5, 116,6, 126,2, 146,7, 168,5. (Anexo 4)

2,8,14,20-tetrapentilpentaciclo[19.3.1.137.1%13 11519 octacosa-1(25),3(28),4,6,9(27),10,
12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-octail-octaacetato  (2B): Se
obtuvo un sélido amarillo palido. Rendimiento de 67%. Espectro IR (KBr) vmax. (cm™):
2.930 (ArCH), 2.859 (CH alifatico), 1.760 (éster C=0), 1.116 (C-O). Andlisis elemental
calculado para CessHs0O16: C, 69,55; H, 7,30; O, 23,16. Experimental: C, 78,41; H, 9,09; N,
2,85. MALDI-TOF-MS (4-nitroanilina): calcd. para CesHgoO16: m/z= 1.104,54 [M];
Encontrado: m/z = 1.125 [M + Na]*. RMN-!H (8, ppm (CDsCl)): 0,86 (s. ancho,12H, CHa),
1,28 (s. ancho, 24H, CH>), 1,65 (s ancho, 8H, CH>), 1,97-2,36 (24H, CHs), 4,15 (t, 4H, CH),
6,32-6,98 (H meta y orto a OH). (Anexo 5)

2,8,14,20-tetranonilpentaciclo[19.3.1.1%7.1%13,11%%octacosa-1(25),3(28),4,6,9(27),10,
12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-octail-octaacetato  (2C): Se
obtuvo un sélido amarillo palido. Rendimiento de 68%. Espectro IR (KBr) vmax. (cm™):
2.923 (ArCH), 2.853 (CH alifatico), 1.758 (éster C=0), 1.189 (C-O). Analisis elemental
calculado para CgoH112016: C, 72,26; H, 8,49; O, 19,25. Experimental: C, 74,81; H, 8,66.
MALDI-TOF-MS (4-nitroanilina): calcd. para CgoH112016: m/z= 1.328,80 [M]*; Encontrado:
m/z = 1.330 [M + 1]*. RMN-H (8, ppm (CDsCl)): 0,87 (t, 12H, CHg), 1,23-1,28 (s. ancho,
56H, CH>), 1,85 (s ancho, 8H, CH,), 2,17 (24H, CHs), 4,14 (t, 4H, CH), 6,91 (H meta y orto
a OH). (Anexo 6)
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3.2.3 Reaccién de acoplamiento azoico de los resorcinarenos y
cloruro de 4-carboxibenceno diazonio

Para la funcionalizacién de los resorcinarenos 1A, 1B y 1C, mediante acoplamiento

azoico, se emplearon dos metodologias:

Metodologia 1: Se prepard una disolucion de acido p-aminobenzoico (4x mmol), HCI 37%
y H20, se enfrid a 0 °C, se adicioné gota a gota una disolucién de NaNO; (4x mmol)
manteniendo la temperatura inferior a 5 °C. La sal de diazonio se adicion6 a una disolucion
basica (NaOH) de resorcinareno (1A, 1B o 1C) (x mmol), manteniendo la temperatura
entre 0-5 °C y se dejo agitando durante 4 h a 0 °C, el sélido resultante se solubilizé
adicionando NaHCOs y se reprecipité con HCI 37%, se filtr6 al vacio, se lavo con HO y se

macero6 con acetona.

Metodologia 2: se adicion6 gota a gota una disolucion de NaNO: (x mmol) a una disolucion
de acido p-aminobenzoico (x mmol, HCI 37% y H,0) a 0°C, con agitacion constante para
la formacion de sal de diazonio. Esta sal fue adicionada gota a gota a una disolucién de
resorcinareno (1A, 1B o 1C) (x mmol/mezcla de piridina:THF (5:2)), manteniendo la
temperatura a 0°C y con agitaciéon constante. Después de agitar 15 min en un bafio de
hielo, se dej6 reaccionando a temperatura ambiente durante 24 h. El producto obtenido se

filtrd, se lavd con H,O y se macerd6 con acetona.

4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)]-2,8,14,20-
tetrapropilpentaciclo[19.3.1.137.1%3, 159 octacosa-1(25),3,5,7(28),9,11,13(27),15,17,
19 (26),21, 23-dodecaeno (3A): Se obtuvo un solido rojo. Rendimiento de 97%. Punto de
fusion (descomp.) >250 °C. Espectro IR (KBr) vmax. (cm?): 3.427 (OH), 2.927 (ArCH),
2.870 (C-H alifético), 1.691-1.605 (C=0), 1.504 (N=N). UV-vis (méax. nm): 406. Analisis
elemental calculado para CesHsaNgO16: C, 65,38; H, 5,16; N, 8,97; O, 20,49. Experimental:
C, 65,66; H, 5,47; N, 8,08. RMN-'H (3, ppm (CD3).S0O): 0,91 (t,12H, CH3), 1,28 (m, 8H,
CHy), 1,83 (m, 8H, CHy), 4,37 (t, 4H, CH), 6,34 (s, 2H, H meta a OH), 7,14 (s, 2H, H meta
a OH), 7,36-8,03 (dd, H ar.) 8,57 (OH), 14,77 (s. ancho, 4COOH). RMN-3C (3, ppm
(CD3)2S0): 14,0, 20,8, 26,0, 35,1, 115,3, 117,3, 123,9, 130,9, 131,0, 136,1, 145,2, 149,6,
166,6. (Anexo 7)
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4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)]-2,8,14,20-
tetrapentilpentaciclo[19.3.1.1%7.1%13,11%1%|octacosa-1(25),3,5,7(28),9,11,13(27),15,17,

19(26),21,23-dodecaeno (3B): Se obtuvo un sélido rojo. Rendimiento de 92%. Punto de
fusion: descomp. >250 °C. IR (KBr) vmax. (cm™?): 3.419 (OH), 2.928 (ArCH), 2.857 (C-H
alifatico), 1.694-1.605 (C=0), 1.502 (N=N). UV-vis (méx. nm): 412. Analisis elemental
calculado para CzsHsoNsO16: C, 67,05; H, 5,92; N, 8,23; O, 18,80. Experimental: C, 66,30;
H, 5,78; N, 8,28. RMN-!H (3, ppm (CD3).S0): 0,84 (m, CHs), 1,27 (m, CH>), 1,83 (m, CHy),
4,35 (t, 4H, CH), 6,34 (s, 2H, H meta a OH), 7,14 (s, 2H, H meta a OH), 7,36-8,57 (dd, H
ar.) 8,57 (OH), 14,79 (s. ancho, 4COOH). RMN-13C (3, ppm (CD3).S0O): 13,9, 22,0, 27,3,
28,7, 31,5, 32,6, 115,3, 117,4, 123,9, 128,5, 131,0, 136,1, 144,9, 149,6, 166,6. (Anexo 8)

4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)]-2,8,14,20-
tetranonilpentaciclo[19.3.1.137.1%3, 159 octacosa-1(25),3,5,7(28),9,11,13(27),15,17,
19(26), 21,23-dodecaeno (3C): Se obtuvo un sélido rojo. Rendimiento de 83%. Punto de
fusion: descomp. >250 °C. IR (KBr) vmax. (cm™?): 3.411 (OH), 2.922 (ArCH), 2.852 (C-H
alifatico), 1.688-1.603 (C=0), 1.500 (N=N). UV-vis (méx. nm): 420. Analisis elemental
calculado para Cg2H112NgO16: C, 69,67; H, 7,12; N, 7,07; O, 16,14. Experimental: C, 69,34;
H, 7,14; N, 7,13. RMN-!H (8, ppm (CDs).S0): 0,81 (s. ancho, CHs), 1,20 (s. ancho, CHy),
1,96 (m, CHy), 4,36 (t, 4H, CH), 6,14 (s, 2H, H meta a OH), 7,10 (s, 2H, H meta a OH),
7,36-8,03 (dd, H ar.) 8,31 (OH), 14,77 (s. ancho, 4COOH). RMN-*3C (8, ppm (CDz3).S0):
14,4, 22,6, 29,1, 29,2, 29,4, 29,6, 31,7, 31,8, 31,8, 33,4, 115,8, 117,8, 123,5, 124,4, 131,5,
136,6, 150,1, 152,1, 167,1. (Anexo 9)

3.2.4 Formacion de benzoxazinas a partir de los macrociclos 1A,
1By 1C

La reaccion de formacion de benzoxazinas a partir de los resorcinarenos (1A, 1B y 1C),

formaldehido y B-alanina se realiz6 empleando la siguiente metodologia.

A una disolucion de resorcinareno (1A, 1B o 1C) (x mmol) en 44 mL de una mezcla
CsHs:EtOH (1:1) se adicion6 una disolucion de 4x mmol de B-alanina y 10x mmol HCHO,
se dejo reaccionar a reflujo con agitacion constante hasta consumo total del resorcinareno,
el seguimiento se realiz6 por CCD, el producto se filtro, se lavd con EtOH y se secé en

pistola de vacio.
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2,12,22,32-tetrapropil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxietil)-7,17,27,
37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1311,11321 123311 (41).3.5(10)-11(44).13.1%331,0510,01520,
02530,0%4%tetraconta[15(20),21(43),23,25(30),31(42),33,35(41)]dodecaeno  (4A): Se
obtuvo un soélido rosado. Rendimiento de 88%. Punto de fusion: descomp. >250 °C. IR
(KBr) vmax. (cm™): 3.374 (OH y COOH), 2.955 (ArCH), 2.869 (C-H alifatico), 1.714-1603
(C=0), 1.214 (C-N), 1.115 (C-0). UV-vis (max. nm): 293. Andlisis elemental calculado para
CeoH76N4O16: C, 64,97; H, 6,91; N, 5,05; O, 23,08. Experimental: C, 60,90; H, 6,90; N, 4,41.
RMN-!H (3, ppm (CD3).S0O): 0,93 (s. ancho, 12H, CHs), 1,25 (s. ancho, 8H, CH>), 2,20 (s.
ancho, 8H, CH>), 2,43 (s. ancho, 8H, -N-CH,-CH»-COOH), 2,90 (s. ancho, 8H, -N-CH,-CH.-
COOH), 3,97 (s. ancho, 8H, C-CH2-N), 4,27 (s. ancho, 4H, CH), 6,20 (s. ancho, 12H, N-
CH,-O y OH), 7,26 (s. ancho, 4H, H meta a OH). RMN-3C (8, ppm (CD3).S0): 13,9, 20,8,
31,7, 33,6, 35,4, 42,9, 56,0, 85,0, 107,6, 123,6, 124,5, 152,5, 152,6, 172,9, 174,1. (Anexo
10)

2,12,22,32-tetrapentil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxietil)-7,17,27,

37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1%11.11321 123311 (41).3.5(10)-11(44).13.12331,0510,01520,

02530,0%4% tetraconta[15(20),21(43),23,25(30),31(42),33,35(41)]dodecaeno  (4B): Se
obtuvo un soélido naranja-rosa. Rendimiento de 89%. Punto de fusién: descomp. >250 °C.
IR (KBr) vmax. (cm™): 3.411 (OH y COOH), 2.926 (ArCH), 2.855 (C-H alifatico), 1.722-1607
(C=0), 1.211 (C-N), 1.109 (C-0). UV-vis (max. nm): 293. Analisis elemental calculado para
CesHo2N4O16: C, 66,86; H, 7,59; N, 4,59; O, 20,96. Experimental: C, 63,35; H, 7,51; N, 4,05.
RMN-!H (8, ppm (CD3).S0O): 0,85 (s. ancho, 12H, CHg), 1,27 (s. ancho, 16H, CH;), 2,18
(s. ancho, 8H, CHz), 2,40 (s. ancho, 8H, CH>), 2,86(s. ancho,-N-CH2-CH2-COOH), 2,94 (s.
ancho, -N-CH;-CH,-COOH), 3,94 (s. ancho, 8H, C-CH»>-N), 4,19 (s. ancho, 4H, CH), 4,67
(s. ancho, N-CH;-0), 4,85 (s. ancho, OH), 7,20 (s. ancho, 4H, H meta a OH). (Anexo 11)

2,12,22,32-tetranonil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxietil)-7,17,27,

37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1%11,11321 123311 (41).3.5(10)-11(44).13.12%31,0510,01520,

02530 03%4%tetraconta[15(20),-21(43),23,25(30),31(42),33,35(41)]dodecaeno (4C): Se
obtuvo un sdélido rosa. Rendimiento de 77%. Punto de fusion: descomp. >250 °C. IR (KBr)
vmax. (cm?): 3.279 (OH y COOH), 2.922 (ArCH), 2.889 (C-H alifatico), 1.714-1620 (C=0),
1.212 (C-N), 1.103 (C-0O). UV-vis (max. nm) = 297. Andlisis elemental calculado para
CssH124N4O16: C, 69,78; H, 8,64; N, 3,87; O, 17,70. Experimental: C, 68,17; H, 8,80; N,
4,05. RMN-H (3, ppm (CD3),S0O): 0,86 (s. ancho, 12H, CHs), 1,24 (s. ancho, 64H, CH,),
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2,18 (s. ancho, 8H, -N-CH»-CH,-COOH), 2,33 (s. ancho, 8H, -N-CH»-CH,-COOH), 2,84 (s.
ancho, C-CH»-N), 3,87 (s. ancho, CH), 4,04 (s. ancho, OH), 4,16 (s. ancho, N-CH-0), 7,05
(s. ancho, 2H, H meta a OH), 7,13 (s. ancho, 2H, H meta a OH). (Anexo 12)

3.3 Preparacion de copolimeros

Los copolimeros poli(MMA-co-EDMA-co-GMA) y poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) fueron
preparados mediante la metodologia planteada por Strancar® y el copolimero poli(GMA-
co-EDMA) se prepar6 siguiendo la metodologia planteada por Rassi.®® Antes de realizar
las copolimerizaciones se removio el inhibidor de los monémeros (Monometil éter de

hidroquinona), empleando silica gel de columna.

Preparacion del copolimero poli(MMA-co-EDMA-co-GMA) y poli(BMA-co-EDMA-co-
GMA): Se preparé la mezcla de polimerizacion con GMA (0,45 mL), MMA o BMA (0,15
mL), EDMA (0,40 mL), 1,1-azobis(ciclohexanocarbonitrilo) (11 mg), y ciclohexanol (1,50
mL), se purg6 con N; y se dejo reaccionar a 57°C por 24 h. El polimero obtenido fue
enfriado a temperatura ambiente, el porégeno fue retirado por lavados con etanol y se secé
a presion reducida.®® (Anexo 13 y anexo 15)

Preparacion del copolimero poli(GMA-co-EDMA): Se prepard6 la mezcla de
polimerizacion con GMA (0,345 mL), EDMA (0,229 mL), 1,1-azobis(ciclohexanocarboni
trilo) (6,3 mg), ciclohexanol (1,225 mL) y dodecanol (0,269 mL). Se purgé la mezcla con N3
durante 5 min, se sell6 el molde y se dej6 reaccionar a 70°C por 24 h en un bafio de
maria.®® El polimero obtenido fue enfriado a temperatura ambiente, el porégeno fue retirado

por lavados con acetonitrilo y agua y se secd a presion reducida. (Anexo 14)

Tabla 3-1. IR-ATR y andlisis elemental de copolimeros

IR-ATR vmax. (cm?) Analisis elemental
Copolimeros C-H C=0 C-O0 c-0-C C H
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)  2.994-2.852 1.724 1.147 906 59,68 7,09
poli(GMA-co-EDMA) 2.924-2.853 1.723 1.144 907 62,41 7,86

poli(MMA-co-EDMA-co-GMA)  2.988-2.947 1.723 1.147 907
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3.4 Modificacion de la superficie de copolimeros con
resorcinarenos

Inicialmente se realiz6 la modificacion de la superficie del copolimero poli(MMA-co-EDMA-
co-GMA) con resorcinarenos 1A y 1B, adaptando el proceso propuesto por Dan y
colaboradores.®® Al copolimero poli(MMA-co-EDMA-co-GMA) triturado (x mmol) se le
adiciono resorcinareno (1A o 1B), (2x mmol) en N,N-dimetilformamida (DMF) y NaOH. La
mezcla de funcionalizacion se dejo agitando por 15 h a 57°C. El sélido resultante se enfrid
a temperatura ambiente, se lavo con DMF y etanol absoluto y se secé a presion reducida.
El producto se caracterizO mediante IR-ATR y Raman, demostrando que no ocurre
reaccion entre el grupo oxirano y los resorcinarenos 1A y 1B y es necesario funcionalizar
los resorcinarenos. De los lavados precipitd un sélido que fue caracterizado mediante
técnicas espectroscopicas:*?

Tetrasodio 2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.13,7.19,13.115,19]octacosa-1(25),3,
5,7(28),9,11,13(27),15,17,19(26),21,23-dodecaeno-4,10,16,22-tetraol-6,12,18,24-
tetrakis (olato) (5A): IR (KBrcm™): 3.319 (O-H), 1.210 (C-0O), 1.609 (C-H aromatico), 2.929
(C-H alifatico); RMN-*H (400 MHz, DMSO-ds, d ppm): 0,91 (t, 12H, CH3), 1,22 (m, 8H, CH>),
2,15 (g, 8H, CH>), 4,18 (t, 4H, CH), 6,05 (s, 4H, orto a OH), 7,25 (s, 4H, meta a OH), 9,56
(s, 4H, OH); RMN-C (100 MHz, DMSO-ds, & ppm): 13,.9 (CHzs), 20,8 (CH>), 32,6 (CH>),
34,9 (CH), 102,8, 124,0, 132,4, 152,3 (C aromaticos).*?

Para la modificacién de la superficie de copolimeros poli(GMA-co-EDMA y poli(BMA-co-
EDMA-co-GMA) con resorcinarenos funcionalizados (resorcinarenos diazotados y
benzoxazinas de resorcinarenos) la metodologia empleada se adapt6 del procedimiento
planteado por Zargin y colaboradores.®® A una disolucién de 2x mmol de resorcinarenos
funcionalizados (diazotados: 3A, 3B y 3C y benzoxazinas: 4A, 4B y 4C) en DMF, se
adicioné gota a gota cloruro de tetrabutilamonio (2x mmol en DMF), a temperatura
ambiente con agitacién constante. Luego, esta mezcla se adiciond a una suspension de
poli(GMA-co-EDMA) o poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) (que contienen x mmol de GMA) en
DMF, la adicion se realiz6 gota a gota, durante 1 h, la mezcla de reaccion se purg6 con N;
y se sellé. La mezcla de reaccion se dejo durante 24 h con agitacibn constante a

temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de reaccion el copolimero se filtré y se lavo
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repetidamente con DMF y finalmente con EtOH. El sélido resultante se sec6 a presion

reducida y se caracterizd6 mediante IR-ATR, Raman y MEB.

Los copolimeros poli(GMA-co-EDMA) y poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) no reaccionaron con
los resorcinarenos diazotados, pero si con las benzoxazinas. Los copolimeros resultantes
se caracterizan mediante Raman, MEB, los cuales estan anexos en la discusion de
resultados y el espectro IR-ATR y analisis elemental que se describen a continuacion y

también se encuentra en la seccion anexos (Anexo 17 a 22).

Tabla 3-2. IR-ATR y andlisis elemental de copolimeros funcionalizados con 4A, 4B y 4C

IR-ATR vmax. (cm?) Andlisis elemental
Polimeros
funcionalizados C—H C-H _ C-H
con OH ar. alif. c=0 ar. C-N c-0 c H N
benzoxazinas
4A-poliGMA- 3 o0 5954 20907 1.723 1600 1.255 1147 5896 688 0,62
co-EDMA)
4B- poli(GMA- 5 15 5908 2854 1723 1.607 1255 1.146 6028 7,06 084
co-EDMA)
AC-poliGMA- 300 2923 2853 1.723 1.603 1255 1147 6178 7.62 133
co-EDMA)

4A-poli(BMA-co-
EDMA-co-GMA)
4B-poli(BMA-co-
EDMA-co-GMA)
4C-poli(BMA-co-
EDMA-co-GMA)

3.260 2953 2890 1.723 1.601 1255 1168 54,49 642 1,79
3.280 2928 2854 1.723 1559 1255 1170 59,82 694 2721

3.270 2923 2869 1.723 1.602 1255 1149 63,41 790 237

3.5 Sintesis de péptidos

Los péptidos modelos se sintetizaron via SPPS-Fmoc/tBu, usando 4-metilpiperidina (20%
v/v en DMF) como el reactivo de eliminacion del grupo Fmoc. El procedimiento descrito es
el empleado por Vergel y col.,’? El procedimiento seguido es el desarrollado en el grupo
de investigacion Sintesis y Aplicaciones de Moléculas Peptidicas (SAMP).

Se uso la resina Rink amida (100mg, 0,46 meg/g) como soporte sélido. Se trato la resina
con el reactivo de eliminacién del grupo Fmoc (4-metilpiperidina al 25% v/v que contiene
triton al 0,1% v/v), esta reaccion fue asistida por microondas y después se lavé con DMF
(x5), Isopropanol (x3) y DCM (x3) y se realiz6 la prueba de Kaiser. Posteriormente para la

reaccion de acoplamiento, se pre-activaron 0,23 mmol de aminoacido Fmoc con
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DCC/HOBt (0,23/0,23 mmol), 5 excesos respecto a los mEq de resina en DMF. La mezcla
de pre-activacion se dejo agitando a temperatura ambiente por 15 min. Luego, el Fmoc-
aminodcido activado se adiciond al reactor que contenia la resina. La eliminacién del grupo
Fmoc y la incorporacion de cada aminoacido se confirman mediante la prueba de
Ninhidrina.

La separacion del péptido del soporte se lleva a cabo mediante un cdctel de “escision” que
contiene TFA/HO/TIPS/EDT (92,5/2,5/2,5/2,5 % viv), la reaccién se agité por 2 h a
temperatura ambiente, se filtr6 la mezcla y el péptido crudo se precipitd mediante
tratamiento de la disolucién filtrada con éter etilico (-20°C), se centrifug6 y finalmente se
realizaron cinco lavados al sdlido con éter frio. El crudo obtenido se purificé mediante
columnas de RP-SPE de 5 g (40-60 um). El crudo se disolvié en el 0,05% TFA en H,O
(Solvente A) y se sembré en la columna, posteriormente se eluyé empleando diferentes
porcentajes de 0,05% TFA en ACN (Solvente B). Finalmente, se liofilizaron las fracciones
gue contenian el péptido puro y se almacenaron a -4°C. Los péptidos se caracterizaron
mediante Cromatografia liquida RP-HPLC y espectrometria de masas MALDI-TOF.

Péptido KAEAEAKA y AcCEYSFEFSYNH:: Las condiciones para RP-HPLC fueron: Fase
estacionaria: Columna Chromolith® C-18 (50x4,6 mm); Fase movil: Solvente A: H,O con
0,05% TFA y Solvente B: ACN con 0,05% TFA; método por gradiente: 5-50% Solvente B;
Flujo: 2 mL/min; volumen de inyeccion: 10 pL; Longitud de onda: 210 nm; disolucién del
péptido: 1 mg/mL. (Anexo 23 y anexo 24)

RYRRKKK: Las condiciones para RP-HPLC fueron: Fase estacionaria: Columna
Kromasil® C-18 (100x4,6 mm); método isocrético: 5% Solvente B; Flujo: 0,8 mL/min;
volumen de inyeccion: 10 yL; Longitud de onda: 210 nm; disolucion del péptido: 1 mg/mL.
(Anexo 25)

Tabla 3-3. Caracterizacion de péptidos

SECUENCIA g (min)
ACEYSFEFSYNH. 5,56
KAEAEAKA 5,73
RYRRKKK 2,59
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3.6 Interaccién de péptidos con material monolitico
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

Para determinar si se presenta interaccion entre el monolito poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
y los péptidos sintetizados en el numeral anterior. Inicialmente se realizaron las curvas de
calibracion de los péptidos ACEYSFEFSYNH;, KAEAEAKA y RYRRKKK.

Para la interaccion, se emple6 el copolimero poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) sin modificar y
el copolimero poli(BMA-co-EDMA-co-GMA modificado con las benzoxazinas de
resorcinarenos (4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA, 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA y 4C-
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), se emplearon los 3 péptidos sintetizados y se plante6
realizar los ensayos en medio acido, basico y neutro. El procedimiento que se siguio6 fue
pesar 1 mg de cada copolimero y preparar una disolucion de cada péptido (1 mg/mL), a
cada mg de copolimero se le adicion6 500 pL de péptido y se dejaron agitando durante
24h, se realiz6 seguimiento del péptido mediante RP-HPLC. El seguimiento se realiza,
centrifugando la muestra, y tomando una alicuota del sobrenadante que se analiza por
HPLC.

Para el seguimiento por RP-HPLC de los péptidos ACEYSFEFSYNH;, KAEAEAKA se
emplea una columna Chromolith® C-18 (4,6x50mm); y para el péptido RYRRKKK se

emplea una columna Kromasil Eternity 2.5-C18 (4,6x100 mm).

3.7 Evaluacion de la reaccion de polimerizacion en los
moldes de acero, PEEK y vidrio

3.7.1 Tratamiento de las paredes internas de la columna PEEK

Se llend el tubo PEEK con H.S0450% y se dej6 actuar durante 6 h, se lavd con agua Milli-
Q, se llené con disolucion 1M de GMA en diclorometano y se dejo reaccionar por 4 h, se

enjuagd con acetona y se secé con N,.1t
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3.7.2 Tratamiento de paredes internas de capilar de vidrio

Las paredes internas del capilar de vidrio se enjuagaron con NaOH 1M durante 5 min, se
llend con la misma disolucion y se dej6 actuar por 10 min. Se enjuagd con agua y se sec6
con aire, dos veces, posteriormente se lavd HCI por 2 min y se secd con aire por 5 min.
Seguido se lavé con tolueno durante 10 min y se enjuagé con metacrilato de 3-
(trimetoxisilil)propilo (TMSM) en tolueno durante 10 min, luego se llené con metacrilato de
3-(trimetoxisilil)propilo (TMSM) en tolueno durante 2 h, finalmente se enjuag6 con tolueno

y se sec6.1%?
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4.

Discusion de Resultados

Esta investigacion de dividié en etapas, como se ilustra en el esquema 4-1.

Esquema 4-1. Esquema general para la modificacion de la superficie de copolimeros

derivados de GMA con resorcinarenos y evaluacion de su interaccion con péptidos.

HO. OH [o}
Etapa1
* )I\ —_—
R H

3A. C3H;
3B. C5Hyq
3C. CoHyg

R
A C3H,CHO
B C;sHyCHO
C CgH;gCHO

Etapa 2

1A. C3H;
1B. C5Hyqq
1C. CgHyg

HO OH

HO.

OH
ACEYSFEFSYNH; | Etapa s
KAEAEAKA

RYRRKKK

R
4A. C3H,

4B. C5Hyq
4C. CgHygl

A

o
)W/O\/\O)‘\(
o

)\’(°\/\/
l Etapa 3
(o)
i)k ~

I. poli(GMA-co-EDMA)
Il. poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

. 4A-poli(GMA-co-EDMA)
. 4B-poli(GMA-co-EDMA)

4C-poli(GMA-co-EDMA)

. 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
VII.

4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

VIIl. 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
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Etapa 1, obtencion de calix[4]resorcinarenos: 1A, 1B y 1C; Etapa 2, funcionalizacion de los
calix[4]resorcinarenos con cloruro de 4-carboxibencenodiazonio y B-alanina. Etapa 3,
evaluacion las mejores condiciones de polimerizacion para obtener materiales monoliticos
derivados de glicidilmetacrilato. Etapa 4, modificacion la superficie de copolimeros con
resorcinarenos empleando la metodologia “grafting”-método epoxi; destacando en este
punto la funcionalizacién, por primera vez, de materiales monoliticos derivados de
glicidilmetacrilato con macrociclos tipo calix[4]resorcinareno. Etapa 5, Evaluacién de la
interaccion de péptidos sintéticos con el material monolitico funcionalizado, para esto se
seleccionaron secuencias de caracter acido, basico y neutro. Finalmente se evaluo la
reaccion de copolimerizacién en moldes tales como acero inoxidable, PEEK vy vidrio. A
continuacién, se discutirdn los resultados generados en cada una de las etapas de la

investigacion.

4.1 Sintesis y caracterizacion de resorcinarenos (etapa 1)

Los resultados preliminares de la sintesis de resorcinarenos 1A, 1B y 1C de acuerdo con
la metodologia desarrollada dentro del grupo de investigacion,®® se muestran en el
esquema 4-2.

Esquema 4-2. Sintesis de calix[4]resorcinarenos

HO. OH
EtOH:H,0
—_——
* R H Reflujo

A. C;3H;

B. CsHyy

C. CgHqg
R Tiempo (h) % Rend.
1A.CzH; 1 82
1B.CzHyy 12 83
1C. CgHyg 7 60
1C. CoHyg 24 87

Los productos 1A, 1B y 1C fueron caracterizados mediante técnicas espectroscopicas,
como IR, RMN y andlisis elemental. A manera de ejemplo se describe la caracterizacion
realizada al compuesto 1A. En el espectro IR del compuesto 1A se observa la sefial

correspondiente al estiramiento O-H (3.318 cm), las sefiales entre 2.954-2.869 cm
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correspondiente al estiramiento C-H aromético y C-H alifatico, respectivamente, y en 1.202
cm la sefial correspondiente al estiramiento de C-O (Anexo 1A). Para el andlisis elemental
de CaoH4s0s se calculo: C, 67,58; H, 7,66; O, 24,76 y se encontro: C, 67,94; H, 6,93 (Anexo
1B). En los espectros de RMN-!H para 1A, se observa a campo alto un triplete para 12
protones correspondiente a los metilos de la cadena alifatica (0,90 ppm), con sefiales mas
desplazadas un multiplete y un cuartete para los metilenos de la cadena alifatica, cada uno
integrando para 8H (1,20 y 2,08 ppm, respectivamente). En 4,23 ppm, la sefial para los
protones del puente, con integral para 4H. En la zona aromatica con desplazamiento de
6,15 ppm se encuentra un singlete para los protones del sistema aromético ubicados en la
posicién orto al hidroxilo, integrando para 4H y en 7,24 ppm la sefial correspondiente a los
protones aromaticos ubicados en posicidbn meta a los hidroxilos, también integrando para
4H. Finalmente un singlete para los 8 protones de los grupos hidroxilo del macrociclo (8,93
ppm). En la zona aroméatica para 1A se resuelven dos singletes, estas dos sefiales nos
indican que, en disolucién, se obtienen estos macrociclos en conformaciéon cono (Anexo
1C). Para la caracterizacion de 1A mediante RMN-3C (3, ppm) se encuentran las sefiales
de 16,1 (CHj3), 25,3(CH>), 32,7(CH.), 49,2(CH), 112,1 (C ar.-H), 127,2 (C ar.-H), 129,0 (C
ar.), 151,1 (C ar -OH)3,

De la misma manera los resorcinarenos 1B y 1C (Tabla 4-1) se caracterizaron, los datos

asociados se presentan a continuacion y en los anexos 2y 3.

Tabla 4-1. Caracterizacién de 1By 1C

Caracterizacion de 1B

OH 3.416
CH ar. 2.950 bo B ok . h
IR (cm1) CH alif. 2.928-2.858
C=CAr,  1.620 ~~ ¢ °
Cc-0 1.292 ae 4
Andlisis  Calculado C, 74,97; H, 8,39; O, 16,64 1B
elemental Encontrado C, 70,22; H, 8,14
Entrada RMN-1H (5, ppm) RMN-13C (5, ppm)
a 7,16 (s, 4H) 123,2
b 6,17 (s, 4H) 102,5
c 4,24 (t, 4H) 34,1
d 2,03 (m, 8H) 33,1
© 1,28 (M, 16H) g%:g
g 1,19 (m, 8H) 22,4
h 0,85 (t,12H) 14,1
i 8,90 (s, 8H) 151,8
J

124,9
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Continuaciéon Tabla 4-1

Caracterizacion de 1C_

OH 3.258
CH ar. 2.925
IR (cm) CH alif. 2.853
C=C Ar. 1.620
Cc-0O 1.294
_ Calculado C,77,38;H,9,74; O, 12,88
Analisis 4
elemental Encontrado C, 76,13; H, 9,91 - i -
Entrada RMN-1H (3, ppm) RMN-13C (5, ppm)
a 7,07 (s, 4H) 123,0
b 6,15 (s, 4H) 102,4
c 4,21 (t, 4H) 34,2
d 1,96 (s. ancho, 8H) 31,4
e 29,3
f 29,2
g 29,2
h 1,20 (s. ancho, 56H) 28,9
i 28,8
i 27,8
k 22,1
[ 0,83 (t,12H) 13,8
m 8,88(s, 8H)
n 151,7
0 124,3

En cuanto al mecanismo de reaccion, Jain y colaboradores proponen que la formacion del

macrociclo inicia con la protonacién del aldehido, como se muestra en el esquema 4-3. El

aldehido protonado sirve como electréfilo inicial que se adiciona al resorcinol, y el hidroxilo

del aducto formado es protonado nuevamente para eliminar una molécula de agua. La

pérdida de agua permite la formacién de un carbocation, el cual, bajo una segunda adicién

electrofilica a otra molécula de resorcinol forma el dimero. Posteriormente, el acoplamiento

del dimero con otras unidades de resorcinol produce trimeros, tetrameros u oligbmeros de

mas de cuatro monémeros. La reaccidn de condensacion es reversible bajo condiciones

acidas, de manera que los oligémeros de mas de cuatro unidades son consumidos al final

de la reaccion, favoreciendo la rapida ciclacion de los tetrdmeros para generar

calix[4]resorcinarenos.®
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Esquema 4-3. Mecanismo de reaccién obtencion de resorcinarenos®

OUOH HO. OH HO.
)I\ )I\ OH s \(:Q/Ol‘h \©; =

R

OH HO. OH HO. OH HO. OH HO
1 3 (HO);CSH,, 1 ,3-(HO),CeH,
RCHO
_

——= Oligémeros

Por otro lado, Weinelt y colaboradores, propusieron que la formacién de resorcinarenos
inicia con la formacion de intermediarios tipo trioxano, que generan acetales, los cuales se
adicionan a las unidades de resorcinol.” Mediante la sintesis del macrociclo 1C, en mezcla
EtOH:H,0 (1:1), se pudo comprobar que el mecanismo de reaccion propuesto por Weinelt
es coherente con nuestros resultados, ya que, bajo estas condiciones, el intermediario
2,4,6-trinonil-1,3,5-trioxano precipité de la mezcla de reaccion, lo cual redujo el porcentaje
de rendimiento de 1C al 60%. La hidrofobicidad del intermediario trioxano influy6
directamente en el rendimiento del macrociclo, por ello, el medio de reaccion se modificé
y Unicamente se empled etanol, lo cual redujo la polaridad del medio y por tanto se obtuvo
el compuesto 1C con un rendimiento de 87%, es decir que la conversion de trioxano a 1C
en medio etandlico es mayor que al emplear una mezcla EtOH:H,0 (1:1) (Esquema 4-2).
Esto permite confirmar que el trioxano es un intermediario en la reaccién de obtencion de
macrociclos calix[4]resorcinareno. Basado en la evidencia experimental se propone el
mecanismo de reaccion presentado en el esquema 4-4. Inicialmente el oxigeno del
aldehido se protona, propiciando el ataque nucleofilico de una segunda y tercera molécula
de aldehido para ciclarse formando trioxano, el cual al reaccionar con etanol en medio
acido genera dietil acetal. La formacion de resorcinareno se produce mediante
acoplamiento secuencial del acetal con unidades de resorcinol para formar dimeros,
trimeros, tetrameros u oligdbmeros. Los oligbmeros de mas de cuatro unidades

desaparecen en gran medida hacia el final de la reaccion, debido a la acidez del medio y
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los tetrameros se ciclan rapidamente. Esta rapida ciclacion, para formar el macrociclo es
favorecida por las caracteristicas conformacionales de estos tetrdmeros que buscan la
menor tension en el sistema y también como consecuencia de los enlaces de hidrogeno

intramoleculares entre los hidroxilos adyacentes.

Esquema 4-4. Mecanismo propuesto para la obtencion de resorcinarenos 1A, 1By 1C

0 e | Mot ‘oM )

. HJ \( /_\ RYQ:T : JOH:

O H\ +_/H0 OH HO oH

despolimerizacién

HO. OH HO OH HO OH polimerizacién
>
Polimeros
superiores
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El intermediario aislado 2,4,6-trinonil-1,3,5-trioxano, que permiti6 comprobar que el
mecanismo de reaccion de formacién de resorcinarenos procede como lo habia descrito
Weinelt, fue caracterizado mediante RMN-!H (Figura 4-1-A). En el espectro no se observan
sefiales aromaticas que tendrian que aparecer en el caso de haber obtenido un macrociclo,
sino las sefiales caracteristicas de trioxano: Un triplete en 0,88 ppm que integra para 9
protones de los metilos, en 1,26 ppm, 1,39 ppm con multiplicidad singlete ancho para los
protones de los metilenos, integrando para 36H y 6H, respectivamente. En 1,66 ppm, un
multiplete para 6H y finalmente en 4,83 ppm un triplete para el puente metileno del 2,4,6-
trinonil-1,3,5-trioxano. En el espectro RMN-13C (Figura 4-1-B) se ven las sefiales
correspondientes a los metilos y los metilenos de la cadena alifatica (6, ppm): 14,3, 22,8,
23,7, 29,5, 29,5, 29,7, 29,7, 32,0, 34,6 y desplazado a campo bajo (101,9 ppm) la sefial

caracteristica del carbono del puente para este tipo de compuestos.

Figura 4-1. Espectro RMN-H (8, ppm (CDsCl)) para 2,4,6-trinonil-1,3,5-trioxano.
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Espectros A. RMN-1H (8, ppm (CDsCl)) y B. RMN-*3C para 2,4,6-trinonil-1,3,5-trioxano

4.1.1 Conformacioén de resorcinarenos

Los macrociclos tipo calix[4]resorcinareno pueden tener diferentes conformaciones como
cono, silla, bote, silla de montar y diamante (Figura 1-2). La diferencia en cada una de
estas conformaciones radica en la ubicacion de las unidades de resorcinol del borde
superior y de los sustituyentes del borde inferior. Asi, por ejemplo, en el conférmero cono,

los sustituyentes presentan configuracion rccc, mientras las unidades de resorcinol del
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borde superior forman una cavidad similar a un céliz. Esta distribucion espacial de los
conférmeros les permite ser Utiles para diferentes aplicaciones, por ejemplo, el conférmero
cono puede ser empleado como hospedero en un sistema huésped-hospedero, gracias a
la cavidad que permite la interaccidbn con otras moléculas. En este sentido, la
caracterizacion espectroscopica de 1A, 1B y 1C permiti6 confirmar cual era la
conformacion en disolucion. En la figura 4-2 se observa la simplicidad de los espectros
RMN-!H de estos resorcinarenos y en la zona aromatica dos singletes correspondientes a
los protones aromaticos ubicados orto y meta al -OH (sefialados en un cuadro rojo), estas

dos sefiales nos indica que la conformacién predilecta es corona.

Figura 4-2. Comparacion espectros RMN-H de 1A, 1By 1C

1A
J_q 3
1B
\i‘ | 2
\ J ;l, |\. | ‘\___\I I
1C
-‘ 1
|l
L. N | . AU

8.5 7.5 6.5 5.5 “ ?bgm) 35 25 1.5 0.5
Con el fin de comprobar si en estado cristalino la conformacion se mantenia, se procedio
a cristalizar 1B y 1C.Para 1B se obtuvo una muestra cristalina de una mezcla DMSO:H,0
(1:1) por evaporacion lenta a temperatura ambiente (Figura 4-3). La difraccion por rayos X
revelo la estructura del complejo de inclusion entre 1B y DMSO, mediante interacciones
CH:--1 (Figura 4-3-A). El macrociclo 1B cristaliza con cuatro moléculas de DMSO y una
molécula de agua, mediante interacciones débiles de enlaces de hidrégeno C-H:--O,
(Figura 4-3-B). Las distancias C---C para el macrociclo 1B son C(16)---C(56) 5,264(4) A,
C(13)---C(53) 9,416(5) A, C(36)---C(76) 5,174(5) A, y C(33)---C(73) 7,453 A. Las distancias
centroide a centroide son 6,30 y 7,34 A, respectivamente. Para conocer la conformacion
del macrociclo se usa el indice de conformacion cono-bote (CBConf index, por sus siglas
en inglés, “cone-boat conformation index”. Un cono perfecto tiene un indice de 1,00,

mientras que un valor cercano a 0,50 indica conformacion bote. El valor del indice CBConf
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para la estructura cristalina del complejo 1B-DMSO es 0,86, es decir, que la geometria
puede ser descrita como un intermediario entre cono y bote, aunque esté mas cerca de la
conformacion cono. Esta conformacion intermedia es consecuencia de tres enlaces de
hidrégeno O-H---O, con distancias O---O de O(12)---O(74) 2,752(4) A, O(14)---0(32)
2,684(4) A, y O(72)---0(54) 2,792(4) A (promedio 2,74 A). La distancia entre O(34)---0(52)
es 3,074(4) e indica ausencia de enlace de hidrégeno. El andlisis del empaquetamiento del
cristal muestra que el complejo 1B-DMSO estd conectado por las moléculas de agua,
construyendo una cadena infinita (Figura 4-3-C). Estas disposiciones producen una matriz
en capas, que se sostiene por las interacciones hidrofébicas entre los grupos pentilo. Las
moléculas de cristalizacion de DMSO contribuyen a la formacion del empaquetamiento en
capas a través de las interacciones de enlaces de hidrégeno C-H ---O (Figura 4-3-D). Los

datos cristalograficos de 1B se muestran en el anexo 2F.

Figura 4-3. Cristalografia de 1B-DMSO
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Todos los atomos de hidrégeno vinculados al carbono se omiten para mayor claridad, excepto los de DMSO.
A. Diagrama de ORTEP del complejo 1B-DMSO; B. Interacciones entre resorcinareno 1B, DMSO y H:0; C.
Complejo 1B-DMSO y D. Patron zig-zag del empaquetamiento del complejo 1B -DMSO

Para el sistema macrociclo 1C se obtuvo una muestra cristalina de una mezcla DMSO:H,O
(1:1) por evaporacion lenta a temperatura ambiente. La difraccion por rayos X reveld la

estructura de 1C cristalizado con 5 moléculas de DMSO (Figura 4-4-A), mediante
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interacciones CH--- 11 e interacciones débiles por enlaces de hidrégeno intramoleculares
entre los hidroxilos del borde superior. La formacion de cuatro enlaces de hidrégeno
intramoleculares contribuye a que la estructura adquiera conformacion cono en estado
cristalino (Figura 4-4-B). En el andlisis del empaquetamiento del cristal 1C-5(DMSO)
muestra que dos moléculas de 1C interaccionan mediante enlaces de hidrogeno con las
moléculas de DMSO (Figura 4-4-C). Los datos cristalogréaficos se muestran en el anexo
3F.

Figura 4-4. Cristalografia de 1C-5(DMSO)

Todos los d&tomos de hidrégeno vinculados al carbono se omiten para mayor claridad. Y en la figura B se omiten
las cadenas alifaticas. A. Diagrama de ORTEP del complejo 1C-5(DMSO); B. Interacciones entre 1C-5(DMSO)
y C. Interaccion entre dos moléculas de 1C con DMSO

De esta primera parte de la investigacion se logro sintetizar tres macrociclos: 1A, 1B y 1C,
cada uno caracterizado mediante técnicas espectroscépicas y los dos ultimos fueron
caracterizados mediante Difraccion de Rayos-X. Se logré comprobar que el mecanismo de
reaccion para la obtenciébn de resorcinarenos procede via trioxano, equivalente al
propuesto por Weinelt y fue posible aislar el intermediario 2,4,6-trinonil-1,3,5-trioxano,
caracterizandolo mediante RMN. Adicionalmente, se logré someter un articulo a la revista
Journal of Molecular Liquids titulado “Influence of DMSO and alkyl substituent of
tetra(alkyl)calix[4]resorcinarenes in complexation of choline: Dynamic NMR studies and X-

ray structural characterization of the 1:1 inclusion complex”
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4.1.2 Acetilacién de 1A, 1By 1C

Los macrociclos tipo resorcinareno pueden obtenerse con estructura tetramérica,
hexamérica, octamérica, etc. Para conocer el tipo de estructura de 1A, 1B y 1C,
inequivocamente, se procedid a acetilar en el borde superior, de manera que se pudiera
determinar indirectamente el tipo de estructura, Se decidié acetilar, porque la solubilidad
de los productos acetilados en cloroformo y metanol es mejor, lo cual posibilitaba conocer
la masa molecular mediante masas MALDI-TOF. Adicionalmente, la cristalizacion de los
productos acetilados presentaba un gran reto que permitioé estudiar la conformacion de los

resorcinarenos al ser modificados en el borde superior.

Para la acetilacion se hizo reaccionar los resorcinarenos 1A, 1B o 1C con anhidrido acético
en un medio basico (Esquema 4-5). El tiempo de reaccién fue de 1 hora y se obtuvieron
los resorcinarenos acetilados: 2A, 2B y 2C con rendimientos de 83, 67 y 68 %,
respectivamente y se lograron cristalizar los tetrdmeros 2A y 2C.

Esquema 4-5. Acetilacion de 2A, 2B y 2C

Ac,0

CsHsN, 100°C

La obtencion de los compuestos acetilados 2A, 2B y 2C (Esquema 4-6), inicia con la
desprotonacioén de los hidroxilos del borde superior del macrociclo por la piridina, formando
el fenolato y el ion piridinio. A continuacion, ocurre la adiciéon nucleofilica del ion fenolato
al carbono del carbonilo, posteriormente, mediante una deslocalizacion electrénica se

genera el doble enlace C=0 permitiendo la eliminacién del ion acetato y formando el éster.
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Finalmente, el ion piridinio se desprotona por reaccion con el ion acetato, produciendo

acido acético.

Esquema 4-6. Mecanismo de acetilacién

5

AP

Bt

V HO. OT
4 Hé)l\ R

2A. C3H;
2B. C5Hyy
2C. CgHyo

La caracterizacion de 2A, 2B y 2C se realizd6 mediante diferentes técnicas
espectroscopicas como masas MALDI-TOF, IR, andlisis elemental, RMN-'H. A modo de
ejemplo se describira la elucidacion del compuesto 2A. La masa molar fue determinada
por espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics) usando como matriz 4-
nitroanilina para el proceso de desorcidn/ionizacién. Se encontr6 una sefial en m/z =1.015
correspondiente a la especie [M + Na]*, La masa monoisotdpica calculada para CssHesO16
corresponde a: 992,42 uma, confirmando la obtencién de una estructura tetramérica
coherente con la propuesta (Anexo 4F). En el espectro IR de 2A la sefial caracteristica de
los hidroxilos desaparece, lo que indica que los 8 grupos -OH del borde superior fueron
acetilados y adicionalmente aparece la sefial caracteristica del grupo carbonilo (1.761 cm
1), también aparecen las bandas de estiramiento C-H aromaticos y alifaticos (2.961 y 2.936-
2.873 cm, respectivamente) (ver anexo 4A). En cuanto al andlisis elemental para 2A se
calcul6 para CsgHs4O16: C, 67,73; H, 6,50; O, 25,78 y se obtuvo C, 69,13; H, 6,60, lo cual
confirma la acetilacion (ver anexos 4B). En el espectro de RMN-'H de 2A, a campo alto
(0,92 ppm) se encuentran un triplete correspondiente al metilo, un multiplete (1,34 ppm) y
un singlete ancho (1,85 ppm) para los metilenos, un singlete ancho (2,17 ppm)
correspondiente a los metilos del acetil, en 4,18 ppm el triplete del puente y a campo bajo
se observa un singlete ancho (6,90 ppm) para los protones aromaticos del macrociclo
(anexo 4C). No se resuelven las sefiales en la zona aromatica, lo cual no permite
determinar la conformacion que adoptoé el macrociclo al ser acetilado en el borde superior.

En cuanto al espectro RMN-13C de 2A (Anexo 4D), se observan las sefiales caracteristicas
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de los carbonos alifaticos (14,0, 20,8, 36,4 ppm) y de los metilos del acetil (20,9 ppm), asi
como del puente metileno (36,5 ppm), a campo bajo se puede observar las sefales
correspondientes a los carbonos aromaticos (116,6, 126,2, 146,7 ppm) y la sefial
correspondiente al carbonilo del éster (168,5 ppm), sin embargo en la zona aromatica no
alcanzan a diferenciarse las sefales de los 4 carbonos, esto es una muestra del dinamismo

del resorcinareno acetilado en disolucion.

De la misma manera los resorcinarenos 2B y 2C se caracterizaron, los datos asociados se

presentan en la tabla 4-2 y en los anexos 5y 6.

Tabla 4-2. Caracterizacion de 2B y 2C

Caracterizacion de 2B

CH ar. 2.930 B
CH alif. 2.859 o o f
IR (cm) e~
C=0 éster  1.760 h@rhd .
C-0 1.116 d
o Calculado  C, 69,55; H, 7,30; O, 23,16 s— ¢
Analisis . B
elemental Encontrado C, 70,07; H, 7,28 L 4
2B
Entrada RMN-'H (8, ppm) MALDI-TOF-MS
a 6,32-6,98 Calculado
b 4,15 (t, 4H) . _ .
c 1.65 (s ancho, 8H) Ce4Hs0oO16: M/z= 1.104,54 [M]
d 1,28 (s. ancho, 24H) Encontrado
e 0,86 (s. ancho,12H) miz = 1.125 [M + NaJ*
f 1,97-2,36 (24H) T
Caracterizacion de 2C
CH ar. 2.923 B ]
CH alif. 2.853
-1
IR (cm) C=0 éster 1.758
C-0 1.189
Analisis Calculado C, 72,26; H, 8,49; O, 19,25
elemental Encontrado  C, 74,81; H, 8,66
Entrada RMN-H (8, ppm) MALDI-TOF-MS
a 6,91
’ Calculado
b 4,14 (t, 4H) . _ .
c 1.85 (s ancho, 8H) CsoH112016: m/z= 1.328,80 [M]
d 1,23-1,28 (s. ancho, 56H)
Encontrado
e 0.87 (t 12H) m/z = 1.330 [M + 1]*
f 2,17 (24H) e

De acuerdo con los resultados de caracterizacion de 2A, 2B y 2C (Tabla 4-2), se logré

confirmar la obtencion de sistemas tetraméricos para todos los calix[4]resorcinarenos
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mediante espectrometria de masas MALDI-TOF y analisis elemental, logrando el objetivo
primordial de las acetilaciones. Adicionalmente, se encuentra en los espectros IR para los
tres compuestos acetilados, la desaparicion de la banda caracteristica de O-H y la
aparicion de la banda correspondiente a C=0, confirmando una vez mas la acetilacion de
los grupos hidroxilo del borde superior. En cuanto a las sefiales en RMN-H a temperatura
ambiente, se distingue el triplete caracteristico de macrociclos tipo resorcinareno entre 4-
5 ppm para los tres compuestos y se observa en la zona aromatica una sefial ancha para
los protones orto y meta del sistema aromatico (6-7 ppm), dificultando la asignacion de una
conformacion para 2A, 2B y 2C. Este comportamiento en disolucion es caracteristico de
mezclas conformacionales que presentan dinamismo y por ende interconversiones
conformacionales que hacen que a temperatura ambiente los desplazamientos se
promedien en una sefal, dificultando la elucidacién conformacional inequivoca del

compuesto.?8104.105

Con el fin de determinar la conformacién de 2A, 2B y 2C y su comportamiento en disolucion
se realiz6 RMN-H dindmica (RMND) de 2A. La resonancia magnética nuclear es una
técnica muy util e importante para la investigacion y el estudio de procesos dinamicos.
Cuando hablamos del término dinamica en quimica nos referimos a un proceso en el cual
ocurren cambios en un determinado tiempo. En los procesos dindmicos reversibles, que
son los que nos interesan al tener mezclas conformacionales, se habla de cambios entre
una molécula a otra, estos pueden ser cambios intramoleculares o intermoleculares y en
estas mezclas la concentracién de los componentes no cambia lo que cambia es la
velocidad de interconversion entre las estructuras.' Estos cambios ocurren muy rapido
de manera que al tomar el espectro de RMN a temperatura ambiente lo que se observa es
un promedio de los desplazamientos tal como ocurrié en los espectros de RMN-!H de los
resorcinarenos acetilados. Para identificar las diferentes conformaciones se puede realizar
un estudio dinamico por RMN, gue consiste en tomar varios espectros cada uno a diferente
temperatura sin comprometer la estructura del sistema macrociclico ya que no involucra

rompimiento de enlaces quimicos o cambio en la conectividad de los atomos.

La RMN-'H dindmica se realiz6 para el compuesto 2A, se tomaron varios espectros, cada
uno a diferente temperatura (243 a 313 K) (Figura 4-5), con una disolucién de los cristales
(20mM en CDClIs). Iniciando con el espectro a 313 K en el cual solamente se ve una sefial

para los hidrégenos aromaticos (6,91 ppm) y un singlete ancho para los metilos del grupo
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acetil (2,16 ppm). Al ir disminuyendo la temperatura se observé que la resolucion de estas
dos sefiales fue mejorando y fue consistente con la presencia de dos conférmeros bote
podemos ver que el limite de intercambio rdpido en donde no se ve diferenciacion de las
seflales fue a 303 K, el limite de intercambio lento donde logramos diferenciar los
conférmeros fue a 243 Ky la temperatura de coalescencia fue 293 K. En la zona alifatica
se ve gue la sefal de metilos del grupo acetil (Hd) a 303 K es un singlete ancho, pero al
disminuir la temperatura a 243 K se ven dos singletes (2,03 y 2,36 ppm) lo cual indica la
presencia de dos tipos de metilos del acetil. Y en la zona aromatica ocurre algo similar, en
el espectro a 243 K, se observaron 4 sefales: dos para los protones aromaticos del borde
inferior (Hf y Hg) (6,70 y 6,96 ppm) y otras dos sefiales para los protones del borde superior
(He y Hh) (6,04 y 7,34 ppm). Ademas, en el espectro de 293 K se observan las dos
coalescencias (Figura 4-5).

Figura 4-5. RMN-'H dindmica para 2A
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La RMN dinamica permitié calcular la energia libre de activacion, la constante de velocidad
y los valores de entropia y entalpia para la mezcla conformacional. Para calcular la barrera
de energia se tomaron como referencia las dos sefiales de los hidrégenos ubicados en

posicion orto al hidroxilo que son los Ultimos en coalescer. Se tomaron los
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desplazamientos, se calculdé la constante de velocidad empleando la ecuacion de

AV
\/E ]
velocidad sobre la temperatura versus el inverso de la temperatura que permitié hallar la

Gutowsky-Holm (K, = 2,22 x Av), se grafico el logaritmo natural de la constante de

ecuacion de la recta, con la se determind la entalpia (AH*=R(363,1*1/T) y la entropia
(AS*=R(0,0778-InKg/h) del sistema dinamico, la energia libre de Gibbs del sistema se
calcul6 empleado la ecuacion de Eyring. (AG* = RT.[LnT, — LnK, + 23,76]; 19.14T(10.32
+ log(To/Kc))J.mol?) (Tabla 4-3). Los célculos se realizaron de acuerdo con el método
planteado por Chehidi y col.20’

Tabla 4-3. Parametros de activacion medidos en CDCI; para 2A

T (K) H (6 (S-l)) kc e-h AG*a-d Ln(ka- 1/T AH*a-d
e H d/T)

243 2432 2952 1155,150 54,56 1,5583 0,0041 -12,4159443

253 2428 2948 1155,150 54,56 1,5180 0,0040 -11,9254863

263 2428 2944 1146,264 54,58 1,4715 0,0038 -11,4723042

273 2428 2936 1128,492 54,62 1,4186 0,0037 -11,0523041

283 2444 2932 1084,063 54,72 1,3425 0,0035 -10,6619702

Ecuacion de la recta: y=363,14x+0,0778; AS*=-196,8978571

La energia libre para el equilibrio en cuestion es de 54,7 kjmol?, mas baja que para otros
esteres de resorcinarenos,® esto puede deberse a la naturaleza del CDCls que tiene la
habilidad de formar interacciones con los grupos alquil del sistema resorcinareno acetilado,
al igual que las cadenas alifaticas del borde inferior pueden estar interaccionando con el
disolvente lo que influye considerablemente en el equilibrio conformacional. El sistema y
todos los grupos involucrados en las interacciones son dindmicos lo que propicia una
barrera de energia baja. Estos experimentos permitieron confirmar que en disolucion
existen dos conférmeros bote, asi mismo, que en disolucion el sistema es dinamico debido
a las interacciones con el disolvente y la influencia de la temperatura lo cual contribuye a

la interconversién entre las dos conformaciones (Figura 4-6).

Figura 4-6. Interconversion entre las dos conformaciones bote de 2A en disolucién.
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Ahora bien, conociendo la conformacion en disolucién del compuesto acetilado 2A, se
procedio a determinar si esta conformacion variaba en estado cristalino. De los macrociclos
acetilados 2A y 2C se obtuvieron cristales que fueron caracterizados por difraccion de
Rayos X (ver datos cristalograficos en los anexos 4E y 6D). El compuesto 2A cristalizé con
dos moléculas independientes en la unidad asimétrica. Estas dos moléculas
independientes muestras algunos pardmetros estructurales diferentes, pero la geometria
en general es similar en ambos casos (Figura 4-7-A). 2A adopta dos conformaciones bote,
en donde las cadenas propil se localizan todas en la parte inferior del bote mientras que
los grupos acetil apuntan todos hacia afuera del resorcinareno, dejando la cavidad del
resorcinareno libre de &atomos. Las distancias de enlace C:--C, para las dos

conformaciones bote, son diferentes, como se puede observar en la tabla 4-4.

Los &tomos de oxigeno de los grupos acetil de las dos moléculas de 2A forman enlaces
de hidrégeno C-H---O. Estas interacciones débiles mantienen unidas las dos moléculas,
generando un dimero (Figura 4-7-B), mediante la difracciébn de rayos X fue posible
determinar la longitud de estos enlaces de hidrégeno (Tabla 4-5). Ahora cuando se observa
la red cristalina se puede ver que los dimeros estan organizados en matrices
unidimensionales con dos orientaciones diferentes mediante nuevos enlaces de hidrégeno
(Figura 4-7-C), el empaquetamiento produce capas las cuales estdn conectadas por

enlaces de hidrogeno débiles e interacciones entre las cadenas alifaticas.

Tabla 4-4. Distancias C:--C para las dos moléculas cristalizadas de 2A

Atomos Longitud (A) Atomos Longitud (A)
C(15)---C(55)  5.288(5) C(115)---C(155)  5.299(5)
C(12)---C(52)  10.467(6) C(112)---C(152)  10.577(5)
C(35)---C(75)  5.016(5) C(135)---C(175)  4.982(5)
C(32):-C(72)  5.845(6) C(132)---C(172)  5.818(5)

Tabla 4-5. Longitudes de enlaces de hidrogeno relevantes para 2A

D-H---A D---Al A D-H:---A D---Al A
C(32)-H(32)---0(171) 3.393(4) C(77)-H(77)b---O(174)  3.332(6)
C(37)-H(37)a---0O(152) 3.229(6) C(177)-H(77)h---O(31)  3.359(5)
C(37)-H(37)b---O(152) 3.229(6) C(139)-H(39)i---0(32) 3.279(6)
C(39)-H(39)a---O(131) 3.327(5) C(172)-H(72)g---O(33)  3.394(4)
C(39)-H(39)b---O(131) 3.327(5) C(132)-H(32)g---O(34)  3.459(5)
C(39)-H(39)c---O(173) 3.354(5) C(177)-H(77)g---O(73)  3.340(6)
C(72)-H(72)---0(172) 3.643(6) C(A77)-H(T77)i---O(73) 3.340(6)
(A = aceptor; D = donor)
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Figura 4-7. Cristalografia de 2A.

2 B 7~ \om
S

% o G e
can el

<) P2 - ) %
ot e i cisr /S Som 3
-;'(J Si:\. f'[ ez 4

ca o

Los &tomos de hidrogeno se han omitido para mayor claridad. A. Vista en perspectiva con elipsoides térmicos
de las dos moléculas cristalograficamente independientes de 2A y C. Empaquetamiento para los cristales de
2A: Dos diferentes orientaciones (azul y verde) del empaquetamiento para los cristales de 18. (Se omiten los

atomos de hidrogeno para mayor claridad)

Nuestros resultados nos permitieron evidenciar que en estado cristalino la conformacion
del compuesto 2A cambia, de cono a bote y esto se debe a los grupos acetil propician los
enlaces de hidrégeno intermoleculares a diferencia del resorcinareno 1A que al tener una
conformacion cono favorece los enlaces de hidrogeno intramoleculares entre los grupos
OH adyacentes, ademas la ubicacion de los grupos acetil hacia afuera de la cavidad
aumenta el aplanamiento de dos de las unidades de resorcinol. Este resultado es
coherente con articulos publicados anteriormente, en los cuales se evidencia que al
realizar modificaciones en el borde superior, la conformacion del macrociclo varia, tanto en
disolucion como en estado cristalino.1”104198109 Fn e| compuesto 2C, los cristales
analizados también presentan conformacion bote, confirmando los resultados obtenidos

con 2A (Figura 4-8-A). A diferencia de los cristales de 2A, que interaccionan por los grupos
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acetil, los dimeros que forman los cristales de 2C interaccionan por las cadenas alquilicas
(Figura 4-8-B).

Figura 4-8. Cristalografia de 2C

Los atomos de hidrogeno se han omitido para mayor claridad. A. Vista en perspectiva con elipsoides térmicos
de las dos moléculas cristalograficamente independientes de 2C y B. Dimero formado por las dos moléculas
de 2C

En esta parte del trabajo, se logré confirmar la estructura tetramérica de 1A, 1B y 1C de
manera indirecta realizando la acetilacion. Se obtuvo los compuestos 2A, 2B y 2C, se
caracterizaron con técnicas espectroscoépicas y difraccion de rayos X y se pudo comprobar
gue la conformacién cono de los resorcinarenos de partida (1A, 1B y 1C) cambi6 al
modificar el borde superior, adquiriendo conformacion bote en los compuestos 2A, 2B y
2C. Algunos de los resultados de esta etapa de la investigacion fueron publicados en la
revista Journal of Molecular Structure, “Crystal structure and dynamic NMR studies of

octaacetyl-tetra(propyl) calix[4]resorcinarene”.!

4.2 Funcionalizacion en el borde superior de los
resorcinarenos (etapa 2)

En la segunda parte del trabajo se realiz6 la funcionalizacion del borde superior de 1A, 1B
y 1C. Como se ha mencionado anteriormente, los macrociclos tipo calix[4]resorcinareno
pueden ser modificados con gran cantidad de reacciones quimicas, desde acetilaciones,

descritas en el numeral anterior, hasta reacciones de eterificacion, esterificacion,
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aminometilacion y copulacion con sales de diazonio. Para decidir el grupo funcional con el
cual se modificaria los compuestos 1A, 1B y 1C, se tuvo en cuenta que el fin dltimo de
estas modificaciones era el anclaje quimico a un material monolitico que contenia un grupo
oxirano, labil a ataque de nucleofilicos como hidroxilo, carboxilo y amina,®”%3* por ello,
inicialmente la reaccion de anclaje al material monolitico se realiz6 con los resorcinarenos
1Ay 1B, pero se demostré que la reaccion entre el fenolato derivado de los resorcinarenos
y el grupo oxirano contenido en el material monolitico no procedia, por lo tanto era

indispensable realizar una modificacion en el borde superior.

La modificacién del borde superior de los resorcinarenos 1A, 1B y 1C se realizd con
compuestos que contenian grupos carboxilo, de manera que pudiera propiciarse la
apertura del epoxido seguida del ataque nucleofilico del ion carboxilato derivado del
resorcinareno modificado.®® Para las modificaciones se eligi6 cloruro de 4-
carboxibencenodiazonio y $-alanina con el fin de comparar el comportamiento de un &cido
carboxilico aromético y uno alifatico al momento de realizar la modificacion de la superficie
del material monolitico. Cabe resaltar que la modificacion de materiales monoliticos
derivados de GMA, se ha realizado con grupos amino mediante el método epoxi, pero no
se ha empleado acidos carboxilicos mediante “grafting”-método epoxi, lo cual implicé un

gran reto sintético y metodoldgico que fue abordado en la presente investigacion.

4.2.1 Funcionalizacién del borde superior mediante acoplamiento
azoico con cloruro de 4-carboxibencenodiazonio

Con 1A, 1B y 1C se realiz6 la reaccion de acoplamiento azo para obtener los macrociclos
diazotados: 3A, 3B y 3C. Inicialmente se us6 la metodologia propuesta por Bhojak
(metodologia 1. Numeral 3.2.3),2 pero la estabilidad de los compuestos diazotados era
muy baja, pues se oxidaban con rapidez. Por ello se adapt6 la metodologia propuesta para
calix[4]arenos, analogos a los resorcinarenos (metodologia 2. Numeral 3.2.3) (Esquema 4-
7).110

Tanto en la metodologia 1 como en la metodologia 2 la obtencion de la sal de diazonio fue
la misma: se adicion6 una disolucién acuosa de nitrito de sodio a una disolucion acida del
acido p-aminobenzoico, manteniendo en ambos casos la temperatura lo més cercano a

0°C y el menor tiempo de exposicion a la luz con el fin de evitar la descomposiciéon. En
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ambos casos se emple6 como amina el &cido p-aminobenzoico que permitié obtener una
sal de diazonio més estable debido a la interaccion resonante entre el grupo azo y el
sistema aromatico. A continuacion, se adiciond la sal de diazonio a la disolucién del
fenolato preparado a partir del resorcinareno. En el caso de la metodologia 1, se us6 una
disolucién de NaOH para la disolucion del resorcinareno mientras que en la metodologia 2
se empled como disolvente una mezcla de THF:piridina. En ambos casos se logré obtener
los macrociclos azoicos, para la metodologia 1 los rendimientos fueron del 92, 49 y 62%
para los compuestos 3A, 3B y 3C, respectivamente. La metodologia 2 permitié aumentar
los rendimientos a 97, 92 y 83%, asi mismo, los productos obtenidos con este

procedimiento fueron mas estables a temperatura ambiente.

Esquema 4-7. Sintesis de resorcinarenos diazotados, metodologia 1y 2

0, OH
o) OH
1. H,0
0-5°C,4h
’ N
N
2. THF:piridina
Temp. amb., 25 h HO OH
CI'N;
N%N R
4
R L —
1A. C3H; Metodologia 1 Metodologia 2
1B. CzH
10 g5H11 R Tiempo (h) % Rend. Tiempo (h) % Rend.
- CoFlrg 3A. C3Hy 92 97
3B. C5Hy4 4 49 24 92
3C. CoHyg 62 83

La metodologia 2 permitié solucionar un gran problema sintético del acoplamiento azoico
de resorcinarenos, ya que fue mas estable al secar los productos. Mediante la metodologia
2, se emplea piridina para el acoplamiento azoico, esto disminuye la descomposicién,
puesto que, el volumen de la piridina al formar los enlaces de hidrégeno permite que el
grupo azo este mejor protegido estéricamente, lo cual disminuye la descomposicion del
compuesto por radicales libres. En la metodologia 1, se genera igualmente enlaces de
hidrégeno, pero estos se generan con el agua, que tiene menor impedimento estérico.
Finalmente, se puede afirmar que el uso de THF como disolvente en la metodologia 2
facilita el secado y purificacion del producto, ya que es mas volatil que el agua. Asi mismo,

en ambas metodologias las soluciones son basicas por que favorecen la diazotacion de la
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sal de diazonio con el fenolato, sin embargo, el medio menos basico empleado en la
metodologia 2 (24 h), hace necesario que el tiempo de la reaccion sea mucho mayor que
en la metodologia 1 (4 h), este control termodindmico de la reaccion en la metodologia 2,
posiblemente permita obtener un producto mas estable.

El mecanismo de la reaccion de acoplamiento azoico inicia con la formacién de sal de
diazonio, producto de la reaccion entre una amina primaria aromatica y NaNO,, en
presencia de acido. La cantidad de NaNO: es estequiométrica, pero el acido debe
adicionarse en exceso para evitar la condensacion y la diazotacion parcial. La sal de
diazonio se obtiene en un medio acuoso acido y no debe aislarse sino usarse
inmediatamente, manteniendo la temperatura a 0°C. La reaccién inicia cuando el anion
nitrito se protona dos veces, eliminando agua y formando el catién nitrosilo, muy electréfilo
y reactivo, el cual reaccionara con el acido p-aminobenzoico. El par de electrones libres
de la amina atacan al centro mas deficiente en electrones, es decir el nitrégeno del catién
nitrosilo, formandose la sal de N-nitrosoamonio, que pierde un protéon formando N-
nitrosoamina, esta se protona, debido al medio &cido, y los pares electrénicos del nitrégeno
unido al anillo aromético regeneran el doble enlace N=N, propiciando otra protonacion del
atomo de O, que sale como H,O porque los pares de electrones libres de uno de los &tomos
de nitrdgeno permite la formacién del triple enlace del grupo azo, para la formacion de la
sal de diazonio. El ion diazonio formado se acopla con sustratos activos como las unidades
de resorcinol de los macrociclos 1A, 1B o 1C. Generalmente la sustitucion se da
mayoritariamente en para respecto a -OH, pero como esta posicion ya tiene el puente
metileno con el sustituyente, la sustitucion ocurre en la posicién orto. El macrociclo se
disolvi6é previamente en una disolucién alcalina (piridina o NaOH), donde se convierte en
fendéxido una especie activante, rica en electrones y un grupo electrodonador fuerte. La
reaccion inicia con el ataque del enlace 11 del anillo rico en electrones a la sal de diazonio,
la cual por polarizacion de un de los enlaces, neutraliza la carga positiva del nitrégeno
central. La salida del protén permite la regeneracion de la aromaticidad de la unidad de

resorcinol, formando el macrociclo diazotado (Esquema 4-8)
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Esquema 4-8. Mecanismo de reaccion de diazotacion de resorcinarenos

1. Formacion cation nitrosilo
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2. Formacion sal de diazonio

3. Diazotacién de resorcinareno
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3A. C3H;
3B. C5Hyq
3C. CgHyo

Los productos 3A, 3B y 3C fueron caracterizados mediante técnicas espectroscopicas,
como IR, analisis elemental y RMN. A manera de ejemplo se describe la caracterizacion
realizada al compuesto 3A. En el espectro IR (Anexo 7A) se puede ver: la sefial
caracteristica para el estiramiento OH de los hidroxilos de la unidad de resorcinol y OH del
grupo carboxilo, (3A, 3.427 cm?), esta sefial tiene mayor intensidad y es mas ancha debido
al 4cido carboxilico, las sefiales para el estiramiento C-H aromético y alifatico entre 2.927-

2.852 cm™. Como el acoplamiento azoico se realizé con &cido p-aminobenzoico, se
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resuelve la sefial correspondiente al C=0 del grupo carboxilo (3A, 1.691 cm™) y finalmente
la sefial caracteristica del enlace N=N (3A, 1.504 cm™). Mediante el analisis elemental
(Anexos 7B), se pudo determinar el contenido total de carbono, hidrogeno y nitrégeno, los
resultados nos indican que la cantidad de carbono, hidrogeno y nitrégeno encontrados en
las muestras concuerdan con las calculadas: para 3A, calculado: C, 65,38; H, 5,16 y N,
8,97, encontrado: C, 65,66; H, 5,47 y N, 8,08. Ahora bien, en el espectro de RMN-!H de
3A (Anexos 7C), se encuentra mezcla conformacional, se describen las sefiales del
conférmero mayoritario, que en todos los casos es el conférmero bote. Para 3A se resuelve
una sefial en 0,91 ppm, para 12 protones, correspondiente al CHs, en 1,28 y 1,83 ppm dos
multipletes para los CH;, cada uno integrando para 8 protones. En 4,37 ppm un triplete
para 4Hy en 6,43 y 7,14 un singlete para dos tipos de hidrogenos meta al OH, indicativo
de conformacion bote (Figura 4-9). Entre 7,36-8,03 ppm los doble dobletes caracteristicos
de los hidrégenos aromaticos del 4-carboxifenilazo, en 8,57 ppm un singlete para 8
protones de OH y 14,77 ppm un singlete para 4 protones de COOH. En el espectro de
RMN-C (Anexo 7D), se ven las sefiales en 14,0, 20,8, 26,0 (C alifaticos), 35.1 (puente
metileno), 115,3, 117,3, 123,9, 130,9, 131,0, 136,1, 145,2, 149,6 (C aromaticos) y 166.6
(carboxilo).

Ahora bien, en cuanto a la conformacion de los compuestos diazotados, las sefales de los
hidrogenos aroméaticos ubicados en posicion meta al OH se diferencian al funcionalizar el
resorcinareno de partida, puesto que la conformacion del macrociclo cambia de cono, que
es la que inicialmente tiene el resorcinareno sin funcionalizar, a bote al recibir un grupo
voluminoso, lo cual genera un aplanamiento en dos de los anillos alternados que permite
la diferenciacién de los dos pares de hidrogenos (Figura 4-9). Adicionalmente, la piridina
en medio polar aprético o la solucién basica de NaOH contienen pares de electrones libres
gue permiten la formacion de enlaces de hidrégeno. En anteriores investigaciones se
demostrd que al haber en el medio de reaccién un fuerte aceptor de enlace de hidrégeno
se presentaba competencia con el enlace de hidrégeno intramolecular que se forma en los
resorcinarenos, pero debido a la naturaleza de aceptores fuertes de enlace de hidrégeno,
como la piridina, se favorecian los enlaces de hidrégeno intermoleculares que facilitan la
conversion de una conformacion cono a una conformacion bote.*'*112 Otros autores como
Ziaja et al.*2 confirmaron que la conversion de cono a bote se puede dar en presencia de

compuestos aceptores fuertes de enlaces de hidrégeno y que debido al comportamiento
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de los resorcinarenos como donor o aceptor de enlaces de hidrogeno, dependiendo del

medio, la conversion de una conformacion a otra se veia favorecida.113114

Figura 4-9. Comparacion conformacion cono 1A y conformacion bote 3A

(Se omiten los atomos de hidrégeno para mayor claridad de las estructuras)

La caracterizacion espectroscopica se realizé también para 3B y 3C, a continuacion, se
describen los datos obtenidos y en los anexos 8 y 9 se encuentran los espectros para 3B

y 3C, respectivamente.

Tabla 4-6. Caracterizacion de 3B y 3C

Caracterizacion de 3B

OHy COOH 3.419 Oy Mk
CH ar. 2.928 A

IR (cm1) CH alif. 2.857 b
C=0 1.694-1.605
N=N 1.502

g Calculado C, 67,05 H, 5,92;
Andlisis N, 8,23; O, 18,80.
elemental Encontrado  C, 66,30; H, 5,78; N, 8,28. 4
Entrada RMN-1H (8, ppm) RMN-13C (3, ppm)

a 128,5

b 7,36-8,57 (dd, H ar.) 115.3

c 6,34y 7,14 (2s, 4H meta a OH) 123,9

d 4,35 (t, 4H, CH) 32,6

e 1,83 (m, CH>) 31,5

f 1,27 (m, CHy) 28,7

g 27,3

h 22,0

i 0,84 (m, CHz) 13,9

j 8,57 (OH)

k 14,79 (s. ancho, 4COOH)

| 166,6

m 131,0

n 149,6

0 144,9

p 136,1

q 117,4
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Continuacién Tabla 4-6

Caracterizacion de 3C

OHyCOOH 3.419 oo
CH ar. 2.928 d,
IR (cm™) CH alif. 2.857
C=0 1.694-1.605
N=N 1.502
Calculado C, 67,05; H, 5,92; N, 8,23; 0O, 18,80.
Analisis
elemental e\ ontrado  C, 66,30; H, 5,78: N, 8,28, L s
3C
Entrada RMN-H (3, ppm) RMN-12C (3, ppm)
a 124,4
b 7,36-8,03 (dd, H ar.) 1158
c 6,14y 7,10 (2s, 4H, H meta a OH) 123,5
d 4,36 (t, 4H, CH) 33,4
e 1,96 (m, CH>) 31,8
f 31,8
g 31,7
h 29,6
i 1,20 (s. ancho, CH2) 29,4
j 29,2
k 29,1
| 22,6
m 0,81 (s. ancho, CHs) 14,4
n 8,31 (OH)
o] 14,77 (s. ancho, 4COOH)
p 167,1
q 131,5
r 152,1
S 150,1
t 136,6
u 117,8

Como puede observarse en la descripcidén espectroscépica y la tabla 4-6, los compuestos
diazotados 3A, 3B y 3C presentan comportamiento similar. En los espectros IR, todos
muestran la banda caracteristica para O-H y COOH, con un apreciable ensanchamiento.
De la misma manera, se distinguen las bandas caracteristicas para C=0 y N=N,
confirmando la presencia de estos grupos en los macrociclos funcionalizados. En los
espectros RMN, se obtienen mezclas conformacionales, pero todos muestran perfiles
similares al contener la sefial caracteristica del puente metileno entre 4-5 ppm, las sefales
caracteristicas para los protones del grupo hidroxilo (8-9 ppm), los protones del grupo
carboxilo (14-15 ppm), asi como los dobles dobletes del sistema aromatico derivado de 4-
carboxifenil (7,3 y 8,7 ppm) y los protones meta del sistema macrociclo (6 y 7,2 ppm). Y
finalmente el andlisis elemental se encuentra en total concordancia entre el valor calculado
y el encontrado. Logrando de esta manera obtener y caracterizar los macrociclos
diazotados 3A, 3B y 3C.
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4.2.2 Funcionalizacion del borde superior mediante obtencion de
benzoxazinas

La sintesis de benzoxazinas a partir de 1A, 1B y 1C significo un reto sintético, puesto que
este tipo de reacciones conllevan a la estandarizacion de condiciones y adicionalmente, el
analisis de los productos mediante técnicas espectroscépicas es dificil debido a las
mezclas conformacionales que pueden obtenerse. Los resultados mostrados a
continuaciéon, fueron el producto de mdltiples sintesis, en las que se variaron las
condiciones y se hicieron replanteamientos metodolégicos, que finalmente, nos
permitieron proponer una metodologia con la cual se obtienen benzoxazinas a partir de

resorcinarenos con buenos rendimientos (Esquema 4-9).

Esquema 4-9. Sintesis de benzoxazinas

o

OH

H H

[¢] [o]
[o] (o]
/\)I\ )I\ EtOH:C¢Hg N
* HN OH + H H W w
HO (0]
o o

H H

1A. C3H; R Tiempo(h) % Rend.
1B. C5Hyy 4A.CzH; 29 89
1C. CgHyq 4B.CsHy 20 88

4C. CgHy 12 77

La reaccion se realiza en una mezcla CgHs:H20 (1:1) en la cual se disuelve el respectivo
resorcinareno, seguido de la adiciébn de B-alanina y HCHO en proporcion (1:5:10) Los
rendimientos de la reaccién aumentan al disminuir la longitud de la cadena alifatica, el
compuesto 4A presentd el mejor rendimiento (89%) seguido del compuesto 4B y 4C. El
seguimiento de la reaccion se realiz6 mediante CCD, empleando como fase movil
acetonitrilo:metanol (4:6) y se establecié que se requiere mayor tiempo de reaccion para

obtener el compuesto 4A.

El mecanismo de reaccion para la obtencion de benzoxazinas de resorcinarenos se puede
observar en el esquema 4-10. La reaccion inicia cuando el par de electrones libres del

nitrégeno de B-alanina atacan nucleofilicamente al carbono del carbonilo de HCHO,
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deslocalizando el doble enlace, formando el metanolato de 2-(carboxietil)amonio. Luego el
ion metanolato se protona, formando &cido 3-((hidroximetil)amino) propanoico, y
nuevamente se adiciona a otra molécula de formaldehido, generando &cido 3-
(bis(hidroximetil)amino propanoico. Posteriormente, uno de los alcoholes se protona,
liberando H>O y se genera un doble enlace C=N. El carbono deficiente en electrones es
atacado por el doble enlace del anillo aromatico del sistema macrociclo. Finalmente, se
protona nuevamente el grupo OH, liberando agua, regenerando la aromaticidad del anillo
y formando un enlace C=N, el cual es atacado por el OH mas proximo para formar el puente

benzoxazinico.

Esquema 4-10. Mecanismo de reaccion formacién de benzoxazinas
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La caracterizacion 4A, 4B y 4C se realiz0 inicialmente por IR, RMN y andlisis elemental. A
manera de ejemplo se describe la caracterizacion realizada al compuesto 4A. En el
espectro IR (Anexo 10A), en 3.374 cm™ se encuentran las bandas correspondientes al
estiramiento O-H de los grupos hidroxilos y los grupos COOH, en 2.955 y 2.869 cm™ las
seflales caracteristicas de los estiramientos C-H arométicos y alifaticos, respectivamente.
En 1.714-1603 cm™se encuentran las sefiales de C=0 del grupo carboxilico, en 1.214 cm-
1 se encuentra la sefial caracteristica de la flexion C-N y en 1.115 cm™ la banda
caracteristica a la tension C-O-C. En cuanto al andlisis elemental los resultados son
coherentes y cercanos a los calculados, para el compuesto 4A (Anexo 10B), se calculd
64,97% C, 6,91% H y 5,05% N y se encontré 60,90% C, 6,90% Hy 4,41% N.

En cuanto al espectro RMN-'H de 4A (Anexo 10C), desplazado a campo alto, se resuelve
un singlete ancho (0,93 ppm) para 12 protones de CHs , en 1,25 un singlete ancho para
CH; integrando para 8 protones, en 2,20 otro singlete ancho para 8 CHz, en 2,43 ppm y
2,90 ppm, se desplazan dos singletes anchos para CH; de la fraccion B-alanina, y en 3,97
ppm la sefal correspondiente a C-CH»-N, en 4,27 ppm un singlete ancho para los protones
del puente CH, con un singlete ancho desplazado a 6,20 ppm la sefial integrando para 12
protones, (N-CH2-O y OH), y desplazado a campo alto un singlete ancho para 4 protones
meta a OH. Es importante mencionar que la complejidad y ensanchamiento de las sefales
en los espectros es evidencia de la mezcla conformacional que se obtiene,'*® a parte de
las conformaciones caracteristicas de estos tipos de macrociclos (cono, bote, silla, silla de
montar y diamante), la benzoxazina también puede formarse en diferentes posiciones

dentro del macrociclo, aumentando la complejidad de los espectros RMN-!H (Figura 4-10).

Finalmente, en el espectro RMN-*C (Anexo 10D), se encuentran las sefales
correspondientes a los 15 tipos de carbonos del compuesto 4A: (C alifaticos borde inferior):
13,9, 20,8 y 31,7 ppm, (C alifaticos p-alanina) 33,6 y 56,0 ppm, (C puente metileno): 35,4
ppm, (C-CH2-N): 42,9 ppm, (O-CH2-N): 85,0 ppm, (C aromaticos) 107,6, 123,6, 124,5,
152,5, 152,6, 172,9 ppmy (COOH): 174,1 ppm.
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Figura 4-10. Isomeria para 4A, 4B y 4C

Rq:a. C3Hz; b. CsHyq; €. CgHyg
R, Rz: CHZCHZCOOH

Al igual que para el compuesto 4A, se realizé la caracterizacion espectroscoépica para 4B
y 4C, en la siguiente tabla se relacionan los datos y en los anexos 11 y 12 se encuentran

los espectros para 4B y 4C, respectivamente.

Tabla 4-7. Caracterizacion de 4B y 4C

Caracterizacion de 4B
OHyCOOH 3.411 —

o) OH )
CH ar. 2.926
CH alif. 2.855 b2
IR (cm™)
Cc=0 1.722-1607
C-N 1.211
Cc-O 1.109
Calculado C, 66,86; H, 7,59;
Andlisis N, 4,59; O, 20,96
elemental C, 63,35; H, 7,51; _la
Encontrado

N, 4,05
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Continuacién Tabla 4-7

Entrada RMN-1H (5, ppm)
2,86 (s. ancho)
2,94 (s. ancho)
3,94 (s. ancho, 8H)
4,85 (s. ancho)
7,20 (s. ancho, 4H)
4,67 (s. ancho)
4,19 (s. ancho, 4H)

2,40 (s. ancho, 8H)

2,18(s. ancho, 8H)

1,27 (s. ancho, 16H)
0,85 (s. ancho, 12H)

Caracterizacion de 4C

OHyCOOH 3.279
CH ar. 2.922
CH alif. 2.889 a
C=0 1.714-1620

C-N 1.212

C-O0 1.103

Calculado €, 69,78, H, 8,64;
Analisis N, 3,87; O, 17,70
elemental Encontrado C, 68,17; H, 8,80;

N, 4,05.

Entrada RMN-1H (5, ppm)
2,18 (s. ancho, 8H)
2,33 (s. ancho, 8H)
2,84 (s. ancho)
4,04 (s. ancho)
7,05-7,13 (s. ancho)
4,16 (s. ancho)
3,87 (s. ancho)

1,24 (s. ancho, 64H)
0,86 (s. ancho)

X TToDKQ "o Q0 oo

IR (cm?)

il (o BEa i () B o R @ B @ g o]

En la tabla anterior se pudo observar claramente la tendencia en el espectro IR para las
benzoxazinas de resorcinarenos, puesto que, se encuentran las bandas caracteristicas
para el estiramiento O-H y COOH, asi como la banda del estiramiento C=0 para acidos
carboxilicos, y la banda correspondiente a C-N, que confirmd la presencia de este grupo
en los compuestos obtenidos. Mediante el analisis elemental, también se confirma la
obtencion de macrociclos con contenido de N cercano al calculado para las benzoxazinas
4A, 4B y 4C. y en el espectro de RMN, el perfil espectroscopico es similar para los tres
compuestos, presentando ensanchamiento de las sefales, pero aun asi mostrando
sefiales caracteristicas de estos macrociclos, como el puente benzoxazinico, o el puente

metileno.
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En esta etapa se logro sintetizar y caracterizar seis calix[4]resorcinarenos modificados en
el borde superior (3A, 3B, 3C, 4A, 4B y 4C), los cuales presentan en su estructura la
funcion é&cido carboxilico que permitird la posterior modificacion de los materiales
monoliticos, por la reaccion de esterificacion con el grupo oxirano de los derivados de

glicidilmetacrilato.

4.3 Preparacion de material monolitico (Etapa 3)

Después de sintetizar los macrociclos que se emplearian en la modificacion del material
monolitico, se procedié a preparar los copolimeros. Se decidi6 sintetizar materiales
monoliticos derivados de GMA, porgue contienen en su estructura grupos oxirano, labiles
a la apertura anular seguida de ataque de agentes nucleofilicos como acidos carboxilicos,
de manera que, su reactividad los convierte en materiales muy promisorios para la reacciéon
con los resorcinarenos sintetizados en este trabajo. Cabe destacar que estos materiales

han sido ampliamente empleados en la preparacién de columnas monoliticas.*+116

4.3.1 Copolimero poli(MMA-co-EDMA-co-GMA)

Inicialmente se preparé el copolimero poli(MMA-co-EDMA-co-GMA) de acuerdo con el
procedimiento propuesto por Strancar y Tennikova 4% en el cual se emplea una mezcla
de polimerizaciébn compuesta de 60% de pordégeno y 40% de mondmeros y entrecruzante
(Esquema 4-11).

Esquema 4-11. Reaccidn de preparacion copolimero poli(MMA-co-EDMA-co-GMA)
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Para la preparacion se mezclé los monémeros: GMA, MMA y el entrecruzante (EDMA),
seguido se adiciono el iniciador 1,1-azobis(ciclohexanocarbonitrilo) y como porégeno
ciclohexanol, la mezcla de polimerizacién fue llevada a 57°C por 24 h. Luego se lavo el
copolimero con etanol y se sec6 a presion reducida. El copolimero que se obtuvo fue de
color blanco, con muy baja resistencia mecanica y se caracterizé6 empleando IR-ATR
(anexo 13A), empleando TGA/DSC (andlisis termogravimétrico y calorimetria diferencial
de barrido) (Figura 4-11-A) y MEB (Figura 4-1-B-D).

Figura 4-11. TGA/DSC y MEB de poli(MMA-co-EDMA-co-GMA)

A
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A. TGA/DSC (linea negra: TGA y linea azul: DSC) y MEB de la estructura de poll(MMA—co EDMA—co GMA): B.
50 um, C. 5um, D. 2 um

En el espectro IR-ATR se observan las sefiales caracteristicas del estiramiento C-H
alifatico entre 2.988-2.947 cm?, en 1.723 cm™ la sefial correspondiente al estiramiento
C=0, en 1.449 cm el pico correspondiente a la flexion C-H alifatico, en 1.146 cm™ la sefial
correspondiente al estiramiento C-O y la sefial caracteristica del oxirano en 907 cm™. No
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se observan sefales de estiramientos o flexiones C=C insaturado, lo cual indica que el
método de polimerizacion fue efectivo. Adicionalmente, se quiso conocer la estabilidad
térmica del copolimero con el fin de determinar la temperatura segura para realizar la
modificacion, esto se hizo empleando TGA/DSC (analisis termogravimétrico y calorimetria
diferencial de barrido). Esto andlisis mostraron pérdida de disolvente cerca de 110°C, y

una temperatura de descomposicién cercana a 355°C.

Para la caracterizacién del copolimero se empledé también microscopia electrénica de
barrido, en la figura 4-11 (B-D) se pueden observar diferentes aumentos: 50, 5y 2 um, las
microscopias muestran que el copolimero es bastante uniforme. Esta estructura uniforme
y porosa es adecuada para la eficiente transferencia de masa para la reaccién entre el
grupo oxirano y los resorcinarenos sintetizados. Se ve que la formacién de microglébulos
interconectados es eficiente y similar a microscopias tomadas otros materiales

monoliticos.%®

4.3.2 Copolimero poli(GMA-co-EDMA)

La preparacion de este copolimero se hizo empleando la metodologia planteada por
Strancar, el copolimero se formé hasta una semana después de iniciada la polimerizacion,
razon por la cual se buscé otras metodologias que permitieran menor tiempo de reaccion.
En la tabla 4-8 se describen las cantidades y bibliografia de cada metodologia que se prob6

y en la figura 4-12 se muestran las fotografias tomadas a los copolimeros preparados.

Tabla 4-8. Metodologias para la preparacion de poli(GMA-co-EDMA)

No GMA EDMA CyOH DDL AIBN  Temp. Puraa Tiempo
) (%om/m) (%em/m) (%om/m) (%m/m) (%em/m) (°C) 9 (h)
190.117- N2 x 15
1o 24 16 31 30 60 : 24
min

2120 18 12 63 7

3 20,4 136 594 6,6 0 NeX10 5

4120 22,8 15,2 55,8 6,2 1

5a% 50 N2 x5
e 18 12 55,8 11,2 20 min 24

612t 24 16 48 12 70 MNex1S 6

min
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Figura 4-12. Fotografias de poli(GMA-co-EDMA) preparado con las metodologias de la
tabla 4-16

Las mejores condiciones de polimerizacién fueron las del ensayo nimero 5b% en el cual
se empled 18% m/m de GMA, 12% de EDMA, 58,8% ciclohexanol, 11,2% dodecanol y 1%
de iniciador ABCN con respecto a los mondmeros. Se purgd con N y se dejé reaccionar
la mezcla a 70°C por 24 h (Esquema 4-12). En cuanto a las otras condiciones ensayadas
se encontraron varios inconvenientes: (i) largos tiempos de polimerizacion, > 120 h,
(polimero 1, 2, 3, 4). (ii) Materiales de baja estabilidad mecénica (polimeros 1, 2, 3,6). (iii)
polimerizaciones incompletas (polimero 5a) y (iv) en los otros 6 materiales la polimerizacion

fue irregular.

Esquema 4-12. Reaccion de preparacion copolimero poli(GMA-co-EDMA)

(o)

o
0%
CN
ﬁ/”\ y O/N¢N/O
GMA CN
14 _

<K;o "
o o o .
+ o CgH120, C12H260, 70°C,24 h <K; ) (o)
0 ) T\
\/\o o o
- o (o] fo)
) (o]

poli(GMA-co-EMDA) ‘\>

(o)

El copolimero obtenido, por la metodologia 5b, se caracteriz6 mediante IR-ATR y Raman.
En el espectro IR-ATR (anexo 14A) se ven las bandas correspondientes a los estiramientos
C-H alifaticos 2.924-2.853 cm, la sefial correspondiente al grupo C=0 en 1.723 cm?, a la

flexion C-O en 1.144 cm-1 y la sefial caracteristica del oxirano en 907cm™. También se
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empled MEB para observar la estructura del polimero poli(GMA-co-EDMA) en la figura 4-
13 se pueden observar diferentes aumentos: 100, 10 y 5 um, en la microscopia C (100 um)
se observan perfectamente los globulos en grupos, que finalmente dan la estructura
caracteristica a los monolitos, las micrografias A y B permiten distinguir estructuras

granulares que dan lugar al espacio intersticial.

Figura 4-13. MEB de la estructura de poli(GMA-co-EDMA)

MEB A. 5 um, B. 10 um, C. 10

4.3.3 Copolimero poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

Para la obtencién del copolimero poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), se emplea la metodologia
planteada por Strancar (Esquema 4-13).%° Del 60% de porégenos, 90% corresponde a
ciclohexanol y el 10% restante a dodecanol. En cuanto al 40% de mondomeros Yy
entrecruzante: 40% corresponde al entrecruzante y 60% a los mondémeros. De este 60%,
15% corresponde a BMA y 85% a GMA. Para el iniciador se debe calcular el 1% de la

mezcla de mondémeros y entrecruzante.

En la caracterizacion por IR-ATR (anexo 15A) se encuentran las sefiales caracteristicas
de estos compuestos 2.994-2.852 cm™? (C—H), 1.724 cm* (C=0), 1.147 cm?* (C-0), 906
cm? (C-O-C). La microscopia electrénica de barrido (Figura 4-14) muestra también la
formacion de “cluster” o microglobulos y la estructura bimodal'?? de este tipo materiales
monoliticos, que es producto de la nucleacién al momento de la polimerizacién.®! Los poros
entre los glébulos, permiten velocidades de flujo altas de fase movil, mientras que los mas
pequefios proporcionan area superficial, necesaria para una alta capacidad de enlace del
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monolito. Si se observa el crecimiento granular de cada uno de los copolimeros

preparados, se puede ver que el mas homogéneo es poli(BMA-co-EDMA-co-GMA).

Esquema 4-13. Reaccion de preparacion copolimero poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
o
o
ﬁ)‘\ /ﬁo
GMA
P ’Q <k
0\/\0 O/ _\_
o EDMA CgH1,0,C42H,60, 57°C,24 h ‘\>

o poII(BMA-co-EDMA-co-GMA)

Figura 4-14. MEB de la estructura de poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

MEB A. 50 um, B. 10 um, C. 5um

La polimerizacion de los tres copolimeros procede por radicales libres (Esquema 4-14), el
iniciador, en este caso 1,1'-azobis(ciclohexanocarbonitrilo) (ABCN), se escinde, cuando el
par de electrones del enlace -N=N- se rompe, produciendo dos fragmentos de iniciador,
cada una con un electrén desapareado, el cual ataca al doble enlace vinilico, formandose
un nuevo radical. Este nuevo radical reacciona con otro doble enlace de alguno de los

mondmeros o entrecruzante de la mezcla de polimerizacion, este proceso se repite varias
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veces. Los radicales son inestables y encuentran la manera de acoplarse sin generar un
nuevo radical, esto puede ocurrir mediante acoplamiento %124 y es la reaccién entre dos
cadenas en crecimiento. Los dos electrones desapareados formaran un nuevo enlace
finalizando la polimerizacion (Esquema 4-14).

Esquema 4-14. Mecanismo de polimerizacion por radicales libres

1. Etapa de iniciacion de polimerizacion por radicales libres
2. Etapa de propagacion de
polimerizacion por radicales libres

e
Hn .

3. Etapa de terminacion H
de polimerizacion por

O radicales libres

0‘\—\_ o 00 00

/J 3 d

En esta etapa 3 de la investigacion se logré preparar tres copolimeros: poli(MMA-co-
EDMA-co-GMA), poli(GMA-co-EDMA) y poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), caracterizandolos
mediante IR-ATR y MEB.
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4.4 Modificaciobn de la superficie de materiales
monoliticos mediante “Grafting” (Etapa 4)

Después de obtenidos los copolimeros se procedié a realizar la modificacion de sus
superficies mediante la técnica conocida como “grafting”,®’ en esta técnica se modifica un
copolimero ya estandarizado con el fin de ampliar sus aplicaciones en técnicas de
separacion por HPLC. El método empleado se conoce como epoxi, y consiste en propiciar
la apertura anular del epoxido que contiene los copolimeros derivados de GMA, seguido
de un ataque con un agente nucleofilico como hidroxilo o &cido carboxilico, con el primero
se generaria un éter mientras con el segundo ocurriria una esterificacion. La modificaciéon
con -OH y COOH de superficies poliméricas derivadas de GMA mediante “grafting”-método

epoxi se aborda por primera vez en esta investigacion.

4.4.1 Modificacion de la superficie de materiales monoliticos con
grupos hidroxilo

Se realiz6 inicialmente la modificacién del copolimero poli(MMA-co-EDMA-co-GMA) con
los grupos hidroxilo de 1A y 1B. La metodologia de modificacibn se adapta del
procedimiento propuesto por Dan y colaboradores.® Se hace reaccionar el resorcinareno
(1A 0 1B) con el copolimero poli(MMA-co-EDMA-co-GMA) triturado en DMF y NaOH, pero
la reaccion no procede, los resorcinarenos alifaticos no reaccionan con el grupo oxirano
bajo estas condiciones. Esto se debe a que en disoluciones basicas el grupo oxirano se
hidroliza permitiendo la apertura del anillo, pero los grupos hidroxilo de los resorcinarenos
forman los fenolatos de sodio correspondiente, impidiendo la sustitucion nucleofilica. Esto
es evidencia que los resorcinarenos 1A y 1B presentan baja reactividad debido a la
formacion del fenolato en medio basico, que presenta gran afinidad por la formacion de
puentes de hidrégeno que estabilizan la estructura del macrociclo, disminuyendo su
reactividad con los grupos oxirano del copolimero. De la reaccion de modificacion de la
superficie monolitica con 1A se recuper6 el fenolato 5A. Este fue caracterizado mediante

técnicas espectroscopicas.

En el espectro IR se observa la banda en 3.319 cm para el estiramiento O-H, en 1.210
cm? la flexiéon caracteristica para C-O, en 1.609 cm™ (C-H aromético) y 2.929 cm™* (C-H

alifatico), en cuanto al espectro RMN-H se observa un triplete para 12 protones en 0,91
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ppm, en 1,22 ppm un multiplete para 8 protones caracteristico para CHy, en 2,15 ppm un
cuadruplete integrando para los otro 8 protones alifaticos (CH>), en 4,18 se resuelve el
triplete del puente metileno integrando para 4 protones, a campo bajo (6,05 ppm) un
singlete integrando para 4 protones correspondiente a los protones orto al OH y en 7,25
ppm otro singlete para los 4 protones meta al OH, y en 9,56 ppm un singlete para 4
protones de los grupo OH. En el espectro RMN-3C se encontraron las siguientes sefiales
(d ppm): 13,.9 (CHz3), 20,8 (CH2), 32,6 (CH), 34,9 (CH), 102,8, 124,0, 132,4, 152,3 (C
aromaticos).*? En la figura 4-15 se observa una comparacion de los espectros RMN-H de
1A con el espectro 5A, se observa que la integral de los hidroxilos en 5A disminuye a la
mitad y se puede confirmar que no hay reaccién entre 1A y el copolimero debido a la

formacion del fenolato.

Figura 4-15. Comparaciéon RMN-'H de 1A y 5A

A Y i
o e}
DMSO-d;
4
% 2
JL. 1 | JL JlJL_
80
B H :
Na O. o)
4
1

——

4,0

6 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
ppm

Comparacion RMN-1H A. 1Ay B. 5A.

De esta parte del trabajo de investigacion se logré concluir que para modificar los
materiales monoliticos con resorcinarenos era necesario modificar los resorcinarenos en
el borde superior. Los resultados expuestos anteriormente fueron publicados en la revista
Journal of the Brazilian Chemical Society, “Surface Modification of Poly(GMA-co-EDMA-
co-MMA) with Resorcarenes”. Adicionalmente, esta fase de la investigacion permitid
descartar el uso de poli(MMA-co-EDMA-co-GMA), puesto que mostré muy baja estabilidad

mecanica, lo cual implica dificultades al momento de emplearla como fase estacionaria en
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HPLC, pues no podria resistir flujo de solventes o uso repetitivo en analisis

cromatogréficos.

4.4.2 Modificacion de la superficie de materiales monoliticos con
acido p-aminobenzoico, como modelo de grafting

Como no ocurrio la reaccion nucleofilica entre el oxirano y los grupos hidroxilos de los
resorcinarenos 1Ay 1B, se plante0 la reaccion con grupos carboxilicos, ya que son buenos
nucleofilos como carboxilatos, posibilitando la modificacion de los copolimeros y como se
menciond anteriormente son nucleofilos que no han sido empleados en la metodologia
“grafting”-método epoxi para la modificacion de la superficie de copolimeros derivados de
GMA, lo cual implica un gran reto sintético e infinidad de posibles aplicaciones en el

desarrollo de fases estacionarias para HPLC.

En primer lugar, como modelo de “grafting”, para estandarizar las condiciones de la
reaccion del copolimero poli(GMA-co-EDMA) con el grupo funcional acido carboxilico y con
el fin de determinar si era posible propiciar la apertura del anillo de oxirano seguido por la
esterificacion (Esquema 4-15), se seleccioné el acido p-aminobenzoico (PABA), como
modelo. En este sentido se siguié el procedimiento descrito en la metodologia, el cual
consistié en preparar una disolucion del acido carboxilico en DMF, a la cual se adicion6
gota agota cloruro de tetrabutilamonio. Luego, esta mezcla se adicion6 a una suspension
del material monolitico en DMF, y se dejo reaccionar en atmosfera inerte durante 24 h con
agitacion constante a temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de reaccion el material
monolitico se filtré y se lavo repetidamente con DMF y finalmente con EtOH. El sélido
resultante se secé a presion reducida y se caracteriz6 mediante IR-ATR (anexo 16A),
Raman y MEB (anexo 16B).

Esquema 4-15. Modificacion de superficie de poli(GMA-co-EDMA) con PABA

o OH ~. © o
O/Y\o
o
(C4Hg)sN"CI" . OH
N : o NH,
DMF, 24 h i o/\/
NH, o )

PABA PABA-poli(GMA-co-EDMA)
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En el espectro IR-ATR, se observa una sefial en 3.612 cm™, que se atribuye a NH,, en
3.005 cm el estiramiento C-H aromético, en 2.952 cm™ la banda correspondiente a los
estiramientos C-H alifaticos. En 1.723 cm?, la sefial correspondiente al grupo carbonilo.
En 1.605 cm?ty 1.145 cm?, la sefial correspondiente a la flexion C=C aromético y C-O,
respectivamente, que confirman la modificacion del copolimero poli(GMA-co-EDMA). En la
figura 4-16-A se observa la comparacion entre el espectro Raman de poli(GMA-co-EDMA)
y PABA-poli(GMA-co-EDMA) y se observa una sefial en 3.137 cm correspondiente al
sistema aromatico del PABA, confirmando la funcionalizacién. En la figura 4-16-B se
observa la MEB de poli(GMA-co-EDMA) vy en la figura 4-16-C se encuentra la MEB de
PABA-poli(GMA-co-EDMA), esta comparacion permite confirmar que el copolimero

mantiene su estructura granular después de la funcionalizacion.

Figura 4-16. Comparacion Raman y MEB funcionalizaciéon de poli(GMA-co-EDMA) con

PABA
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La modificacion del copolimero poli(GMA-co-EDMA) con PABA fue exitoso, lo cual indica
gue la apertura del grupo oxirano seguido del ataque nucleofilico con un ion carboxilato es

posible y conlleva a la obtencién del éster esperado. EI mecanismo de reaccién que se
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propone para la reaccion de esterificaciobn se encuentra en el esquema 4-16. El grupo
carboxilo, en forma de ion carboxilato se estabiliza en el medio polar aprotico de la reaccién
y la sal de amonio, convirtiendolo en un nucleofilo fuerte que ataca el carbono menos
sustituido del oxirano, formando el ion hidroxilo que se protona generando el alcohol
caracteristico de la apertura del oxirano y finalmente formando el éster que permite el

anclaje quimico al copolimero.

Esquema 4-16. Mecanismo de reaccion de acidos carboxilicos con grupo oxirano
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4.4.3 Modificacion de la superficie de materiales monoliticos con
resorcinarenos diazotados

Considerando que la modificacién del material monolitico derivado de GMA con PABA fue
exitosa, se procedi6 a realizar la funcionalizacion de los copolimeros poli(GMA-co-EDMA)
y poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) con los resorcinarenos diazotados, siguiendo el mismo
procedimiento que el empleado con PABA. En el espectro IR-ATR de todos los
copolimeros tratados con los resorcinarenos diazotados se ve el mismo perfil
espectroscopio IR-ATR que en el copolimero de partida. En los espectros Raman se
confirma que no hay modificacién de la superficie del copolimero poli(GMA-co-EDMA) ni
del copolimero poli(BMA-co-EDMA-co-GMA). En ninguno de los espectros se observa
alguna sefal caracteristica de un sistema macrociclico tipo resorcinareno (Figura 4-17 para
poli(GMA-co-EDMA) y Figura 4-18 para poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)).
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Figura 4-17. Comparacion
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Figura 4-18. Comparacion Raman de poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) tratado con 3A
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En el tratamiento de ambos copolimeros es evidente que no se presenta anclaje quimico
con resorcinarenos diazotados, a pesar de que los resorcinarenos 3A, 3B y 3C presentan
en su estructura un grupo carboxilo labil a generar un carboxilato, que en teoria deberia
propiciar la esterificacién con el oxirano de los copolimeros, sin embargo, el sistema puede
verse estabilizado por resonancia o debido al impedimento estérico no puede llevarse a
cabo la reaccion de esterificacion entre el epoxido y el carboxilato de los resorcinarenos

diazotados.

4.4.4 Modificacion de la superficie de materiales monoliticos con
benzoxazinas de resorcinarenos

Viendo que la funcionalizacion con resorcinarenos diazotados no fue exitosa se procedio
a realizar la reaccion de modificacién entre los copolimeros poli(GMA-co-EDMA) vy
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) y las benzoxazinas de resorcinarenos (Esquema 4-17), pues

estos macrociclos también contienen el grupo carboxilo de interés para la reaccién
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nucleofilica con el grupo oxirano, pero unidos a una cadena alifatica de dos carbonos y
luego unido a la benzoxazina del resorcinareno, de esta manera se podia observar si habia
influencia del tipo de acido carboxilico en la modificacién de la superficie del copolimero.

El procedimiento de modificacion es el mismo realizado con los resorcinarenos diazotados.

Esquema 4-17. Modificacién de superficie de poli(GMA-co-EDMA) y poli(BMA-co-EDMA-

co-GMA) con 4A, 4B y 4C
_ e o
: o_ Kk
o 0/\/ W‘)'/‘n
(C4Hg)gN"ClI S
DMF, 24 h
o) [e]
I. poli(GMA-co-EDMA)

I1. poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) L R _M
R
4A. C3H;
4B. C4Hyg
4C. CgHyg

N . 4A-poli(GMA-co-EDMA)

IV. 4B-poli(GMA-co-EDMA)

V. 4C-poli(GMA-co-EDMA)

VI. 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
o

VIl. 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
VIIl. 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

Se obtuvieron seis copolimeros modificados: 4A-poli(GMA-co-EDMA), 4B-poli(GMA-co-
EDMA), 4C-poli(GMA-co-EDMA), 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA),  4B-poli(BMA-co-
EDMA-co-GMA) y 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA). Los copolimeros modificados se
caracterizaron mediante IR-ATR, Raman, andlisis elemental y MEB. En los espectros IR-
ATR de los copolimeros modificados se observa la banda correspondiente al estiramiento
OH de los grupos hidroxilo del borde superior de los resorcinarenos, asi como la banda
asignada al estiramiento C-H aromatico del sistema macrociclico y en los seis copolimeros

modificados, se encuentra la sefial de la flexion C=C aromatico que nos confirmarian que



103

la modificacion de la superficie de poli(GMA-co-EDMA) y poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) fue
exitosa (anexos 17A, 18A, 19A, 20A, 21A, 22A). En los espectros Raman (Figura 4-19 y
Figura 4-20) se observan sefales correspondientes a los sistemas aromaticos que
indicarian la presencia de resorcinarenos (Figura 4-19 para poli(GMA-co-EDMA) y Figura
4-20 para poli(BMA-co-EDMA-co-GMA))

Figura 4-19. Comparacion IR-ATR y Raman de poli(GMA-co-EDMA) funcionalizado con
4A, 4B y 4C
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poli(GMA-co-EDMA). E. Raman a. poli(GMA-co-EDMA) sin modificar, b. 4A-poli(GMA-co-EDMA), c. 4B-
poli(GMA-co-EDMA) y d. 4C-poli(GMA-co-EDMA)
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Figura 4-20. Comparacion IR-ATR y Raman de copolimero poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
funcionalizado con 4A, 4B y 4C
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poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), c. 4B- poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) y d. 4C- poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
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En los andlisis elementales se observa la presencia de nitrégeno en las muestras de
copolimeros funcionalizados, lo cual nos confirmaria la presencia del anillo benzoxazinico
de los macrociclos (anexo 17B, 18B, 19B, 20B, 21B, 22B). En la tabla 4-9 se puede ver los
porcentajes de C, Hy N en cada copolimero sin modificar y cada copolimero modificado
con los compuestos 4A, 4B y 4C. El contenido de nitrdgeno en los copolimeros sin
modificar (poli(GMA-co-EDMA) y poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)) es cero, pero en los
copolimeros modificados se encontré contenido de nitrdgeno, lo cual confirmaria la

presencia de la benzoxazina de resorcinareno

Tabla 4-9. Analisis elemental de copolimeros funcionalizados con 4A, 4B y 4C

mol R/g
Copolimeros C H N 5

polimero
poli(GMA-co-EDMA) 62,42 7,86 - -
4A-poli(GMA-co-EDMA) 58,96 6,88 0,62 1,E-04
4B-poli(GMA-co-EDMA) 60,28 7,06 0,84 2,E-04
4C-poli(GMA-co-EDMA) 61,78 7,63 1,33 2,E-04
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) 59,69 7,09 - -

4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) 54,49 6,42 1,79 3,E-04
4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) 59,82 6,94 222 4E-04
4C- poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) 63,41 7,91 2,37 4,E-04

En los copolimeros 4A-poli(GMA-co-EDMA), 4B-poli(GMA-co-EDMA) y 4C-poli(GMA-co-
EDMA), el contenido de N es 0,62%, 0,84% y 1,33%, respectivamente y en los copolimeros
4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) vy 4C-poli(BMA-co-
EDMA-co-GMA) el contenido de N es 1,79%, 2,22% y 2,37%, respectivamente. Como
puede observarse a medida que aumenta la longitud de la cadena alifatica del macrociclo
con el cual se modificd el copolimero, es mayor el anclaje. Esto puede deberse a que en
los resorcinarenos con mayor cadena alifatica se estabiliza mejor el conférmero cono,
disminuyendo el dinamismo en la estructura y por ende los grupos carboxilato quedan
mejor ubicados para reaccionar con el grupo oxirano. En cuanto al copolimero poli(BMA-
co-EDMA-co-GMA), el anclaje de los compuestos 4A, 4B y 4C es mayor que en el
copolimero poli(GMA-co-EDMA), posiblemente la presencia del monémero BMA en la
estructura de poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) permite que haya mayor espaciamiento para

gue los macrociclos puedan reaccionar con los grupos oxirano.
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Ahora bien, recordemos que los compuestos diazotados no reaccionaron con el grupo
oxirano mientras que las benzoxazinas si lo hicieron. Sin lugar a duda, la estructura alifatica
derivada de B-alanina que acompafa a las benzoxazinas facilita la disposicion de los
grupos carboxilo para la reaccion con el oxirano, disminuyendo el impedimento estérico,
ademas la estabilizacion por resonancia en las benzoxazinas es menor que en los
resorcinarenos diazotados. En las MEB (Figura 4-21 y Figura 4-22), se conserva la

estructura granular del copolimero de partida.

Figura 4-21. Comparacién MEB de poli(GMA-co-EDMA) funcionalizado con 4A, 4B y 4C

MEB 5 pum: A. poli(GMA-co-EDMA) sin modificar, B. 4A-poli(GMA-co-EDMA), C. 4B-poli(GMA-co-EDMA) y D.
4C-poli(GMA-co-EDMA)
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De esta parte de la investigacion se logré6 demostrar que los copolimeros no reaccionan
con 1A y 1B, debido a la formacién de fenolatos que imposibilita la eterificacion del grupo
oxirano. Y tampoco reaccionan con 3A, 3B, y 3C, debido al impedimento estérico de los
sustituyentes voluminosos de los resorcinarenos y la estabilizacién por resonancia que
genera el grupo azo y los sistemas arométicos. Por otro lado, se logr6 modificar la
superficie de dos copolimeros (poli(GMA-co-EDMA) y poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)) con
las benzoxazinas de resorcinarenos (4A, 4B y 4C), obteniendo los siguientes copolimeros
modificados: 4A-poli(GMA-co-EDMA), 4B-poli(GMA-co-EDMA), 4C-poli(GMA-co-EDMA),
4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) y 4C- poli(BMA-co-
EDMA-co-GMA). Estos resultados son un gran logré en la modficacion de superficies
monoliticas derivadas de GMA, ya que nos permitieron demaostrar, por primera vez, gue es
posible anclar quimicamente macrociclos voluminosos tipo resorcinareno que contienen
grupos carboxilo a materiales monoliticos derivados de GMA empleando, también por

primera vez, el método “grafting”-epoxi.
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4.5 Sintesis de péptidos

Los péptidos usados para evaluar la interaccion con el material monolitico fueron

seleccionados, teniendo en cuenta su caracter acido, basico y neutro, asi como el indice

de hidropatia (GRAVY). Las caracteristicas de los péptidos se especifican en la tabla 4-10.

Los datos fueron calculados empleando el programa “Peptide Synthesis and Proteotopyc

Peptide Analizyng”.'?® Las secuencias de cada péptido se especifican en la tabla 4-10.

Tabla 4-10. Caracteristicas de péptidos

Punto

Secuencia isoeléctrico Hidrofobicidad GRAVY
ACEYSFEFSYNH: 3,1 28 -0,70
KAEAEAKA 7.1 3 -0,95
RYRRKKK 12,2 3,7 -3,79
b s e fw fw Fw fw fw
—C—N—(I2H—C—N—(|:H—C—N—?H-C—N—(IIH-C—N—(IZH-C—N—(l':H—C—N—?H—C—N—(ltH-C—NHZ
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(i,‘Hz OH (IZHZ OH
i~ i~
OH OH
OH AcEYSFEFSYNH, OH
L L L I R L L
HZN—(ltH-C—N—(lIH-C—N—(IIH-C—N—(IZH-C—N—(IJH-C—N—(lIH-C—N—(IIH-C—N—(I:H-C—NHZ
CH, CH CH, CH CH, CH CH, CH
| : | : | : | :
i - o i
C|:H2 OH OH (IZHZ
NH, KAEAEAKA NH,
(o] (o] (0] (o] (o] (o]
T " T i T T Il
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rilH rilH rilH (|:H2 cI:H2 (I:H2
(I:=NH OH (I:=NH (|2=NH NH, NH, NH,
NH, NH, NH,
RYRRKKK

Los péptidos se sintetizaron empleando la metodologia disefiada por el grupo de

investigacion Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas (SAMP), anexo se encuentra

el mecanismo de reaccion (Anexo 26).1°° La metodologia SPPS-Fmoc/tBu consta de



109

reacciones de desproteccion, acople y monitoreo que se lleva a cabo varias veces hasta
sintetizar la secuencia deseada. Inicialmente, se somete la resina (Rink amida-soporte
solido) a un proceso de hinchamiento con N,N-dimetilformaamida (DMF) y diclorometano
(DCM). El proceso de sintesis consta de tres pasos: 1. La desproteccion: que consiste en
la reaccion de remocion del grupo Fmoc, 2. Acople: correspondiente a la reaccion de
formacion del enlace peptidico entre los aminoacidos que haran parte de la secuenciay 3.
Desproteccién y clivaje: que consiste en remover los grupos protectores de las cadenas
laterales de los amino&cidos y separar el péptido de la resina. Cabe resaltar que todos los

péptidos tienen terminaciéon amida (C-terminal) (Esquema 4-18).

Esquema 4-18. Esquema general de sintesis de péptidos

Se®
e Y

o Hm.rh“o H wy
OH»&D Paso T 0““? Paso ™ 0—" —T o—hg*

2.1...21
0 H
JHA ggn J\Hn " J\gﬁo
Paso 1: Desproteccion 1;: 13: ﬁ‘L;
Paso 2: Acople H W o
Paso 3: Clivaje E’ -+ &

lPasoEr
0 H o H o H o
H.M N,LHN NJ\HH NJ\HH MJ\HNH,
H # H A
O™0H  OFOH
Hz Ha

KAEAEAKA

Test de Ninhidrina

Los péptidos sintetizados fueron caracterizados por RP-HPLC y espectrometria de masas
MALDI-TOF, y en los tres casos se obtuvo la molécula deseada. Los péptidos fueron
sintetizados teniendo en cuenta que se requeria tener un péptido de caracter acido
(ACEYSFEFSYNH3), uno neutro (KAEAEAKA) y uno basico (RYRRKKK) para determinar
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su interaccion con los materiales monoliticos modificados. En cuanto a la caracterizacion,
se describe a modo de ejemplo la caracterizacion de KAEAEAKA (Anexos 23, 24 y 25)
(Figura 4-23-A). En el perfil cromatogréfico se presenta una especie mayoritaria en tgr =
5,73 min (Figura 4-23-B) y en el espectro de masas se encontré una sefial en m/z = 815,4
uma, la masa monoisotopica calculada corresponde a 815,45 uma (Figura 4-23-C)

Figura 4-23. Caracterizacion de péptido KAEAEAKA

KAEAEAKA
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Los péptidos KAEAEAKA y RYRRKKK contiene lisina, razon por la cual su sintesis fue
mas demorada porque se debia repetir el acople del aminoacido lisina, sin embargo, el
rendimiento de KAEAEAKA y AcEYSFEFSYNH, fueron buenos en comparacion con el
péptido RYRRKKK, que, al ser higroscépico, condujo a menores rendimientos y
dificultades en la purificacion debido a su baja retencién en columnas C-18. A pesar de las
dificultades en la sintesis del péptido RYRRKKK, se logré obtener la cantidad suficiente de
los tres péptidos para realizar los ensayos de interaccién con el material monolitico
modificado con resorcinarenos. Después de obtenidos los péptidos se procedié a evaluar
la interaccibn de cada péptido con los materiales monoliticos funcionalizados con

resorcinarenos.

4.6 Interaccion de peéptidos con poli(BMA-co-EDMA-co-
GMA) (Etapa 5)

Inicialmente se realizaron las curvas de calibracion para los péptidos (Figura 4-24). Para
realizar estas curvas y el posterior seguimiento de las interacciones con el copolimero se
realizé analisis por RP-HPLC. Se empled como fase movil mezclas de 0,05% TFA en H,O
(Solvente A) y 0,05% TFA en ACN (Solvente B). Para los péptidos ACEYSFEFSYNH.y
KAEAEAKA se us6 como fase estacionaria una columna Chromolith® C-18 (4,6x50mm) y
se realiz6 un gradiente de elucién de 5 a 50% de 0,05% TFA en ACN (Solvente B) en 8
minutos. El flujo fue de 2 mL/min, con longitud de onda de deteccion de 210 nm y un
volumen de inyeccion de 10 pL. Para el péptido RYRRKKK se emple6 una columna
Kromasil Eternity 2,5-C18 (4,6x100 mm) y se realiz6 un andlisis isocratico de 95% de
0,05% TFA en ACN (Solvente B), con flujo de 0,8 mL/min, en 6 minutos, empleando 210
nm como longitud de onda de deteccion y un volumen de inyeccién de 10 pL. Para las
curvas de calibracion se empleé 1,04 mg/mL para ACEYSFEFSYNH,, 1,03 mg/mL para
KAEAEAKA y 1,2 mg/mL para RYRRKKK vy se realizaron las correspondientes
disoluciones, el procedimiento se repitid tres veces para cada péptido y se muestran los

mejores resultados obtenidos para cada uno (Figura 4-24).
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Figura 4-24. Curvas de calibracion para péptidos
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Curva de calibracion (A) ACEYSFEFSYNH2, (B) KAEAEAKA y (C) RYRRKKK

Para determinar la interaccién entre los péptidos y los materiales monoliticos se pes6 1 mg
de cada copolimero: (poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), 4B-

poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) y 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA).

Se escogid este
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copolimero porque es el que mejor resistencia mecénica tiene y mostré mejores resultados
al momento de polimerizar dentro del molde PEEK. Luego de pesar cada copolimero se
adiciond una disolucion de peptido (1 mg/mL), se centrifugd y se tomé el sobrenadante
para realizar el seguimiento del péptido por RP-HPLC (tiempo 0), el resto de copolimero-
péptido se dejé agitando y a las 24 h se centrifugd de nuevo y se tomé una nueva alicuota
del sobrenadante para realizar el segundo monitoreo (tiempo 24h). En cada uno de los
cromatogramas se determiné el &rea del pico del péptido y mediante la ecuacién de la
recta calculada para cada péptido se determind la concentracién. Este valor indicé la
cantidad de peptido que aln no habia interaccionado con el material monolitico y también
se determiné el porcentaje de péptido que si habia interaccionado para cada caso. Los
analisis de interaccion se realizaron en medio acido y neutro, pero en medio basico (pH:10)
se propicié la hidrélisis del éster que une al material monolitico con el resorcinareno. El

medio acido contenia 0,05% TFA en H,O y el medio neutro Gnicamente H-0.

A continuacion, se muestran los resultados de interaccion de los péptidos
ACEYSFEFSYNH,, KAEAEAKA y RYRRKKK con los copolimeros mencionados
anteriormente en medio acido: se muestran y describen los resultados més relevantes. En
la figura 4-25 se observa en color rojo la concentracion inicial de cada péptido, en azul la
concentracion de esa misma solucién en tiempo 0, es decir, al entrar en contacto con el
copolimero 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) y en gris, el tiempo 24, es decir, el monitoreo
después de pasar 24 horas en agitacion con el copolimero. Los mejores resultados de
interaccion para KAEAEAKA y RYRRKKK se presentan con 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-
GMA): la interaccion inicial para ambos casos es de 1 % con respecto a la concentracion
inicial de cada péptido, esa interaccion se incrementa al dejar el péptido en solucién con
el copolimero durante 24 h, incrementando a 11,4% para KAEAEAKA y 10,6% para
RYRRKKK. En cuanto a ACEYSFEFSYNH,, es él que mejores resultados muestra en
medio &cido, pues se presenta una interacciéon de 31,7% en el tiempo 0, es decir que,
solamente al entrar en contacto con el copolimero se presenta interaccion entre el péptido
y el macrociclo anclado al copolimero, en el monitoreo tiempo 24 la interaccién incrementa
a 37,5%. Por otro lado, los resultados de ACEYSFEFSYNH: con 4C-poli(BMA-co-EDMA-
co-GMA) son similares a los obtenidos con 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA). En tiempo 0

se encuentra 32,7% de péptido interaccionando y aumenta a 40,4%.
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Figura 4-25. Interaccion de péptidos con 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) en medio acido

Comparacion de concentracion de peptido sin interaccionar
con 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) en medio acido
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A continuaciéon, se muestran los resultados de interaccion de los péptidos
AcEYSFEFSYNH;, KAEAEAKA y RYRRKKK con los copolimeros en medio neutro, se
muestran los resultados mas relevantes: En la figura 4-26 se observa la disminucion de la
concentracion de los péptidos al interaccionar con el copolimero 4A-poli(BMA-co-EDMA-
co-GMA). Para KAEAEAKA y RYRRKKK se presentan interaccion inicial con el monolito
de 2,9% y 1,9%, respectivamente. Esa interaccion se incrementa al dejar el péptido en
solucion con el copolimero durante 24 h, registrando 54,3% para KAEAEAKA y 53,8%
para RYRRKKK. En cuanto a ACEYSFEFSYNH, el porcentaje de interaccion inicial es alto
(28,8%), en el monitoreo tiempo 24 la interaccién incrementa a 35,6%. Por otro lado, los
mejores resultados para ACEYSFEFSYNH. se presentan con 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-
GMA): en tiempo 0 se encuentra 41,3% de péptido interaccionando y en tiempo 24
aumenta a 58,7%. Las graficas completas de interacciéon se encuentran en los anexos

(numeral 7.5).
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Figura 4-26. Interaccion de péptidos con 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) en medio
neutro

Comparacion de concentracion de péptido sin interaccionar
con 4A-poli{BMA-co-EDMA-co-GMA) en medio neutro
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El comportamiento de KAEAEAKA con los copolimeros es mejor en medio neutro que en
medio &cido, posiblemente por su comportamiento con zwitterién, ya que sus cadenas
laterales con grupos amino estan protonados y permitirian generar mas enlaces de
hidrogeno con los oxigenos del macrociclo e interacciones con la cavidad del macrociclo.
En el tiempo 0 la concentracién del péptido KAEAEAKA con todos los copolimeros no
muestra demasiado cambio de la concentracion inicial, el cambio se observa al dejar
interaccionar por mas tiempo. Los mejores resultados de interaccién en medio neutro se
presentan con 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), en este caso la influencia de la
hidrofobicidad de los sustituyentes alifaticos de los resorcinarenos no parece mostrar
mayor influencia. Las interacciones en este caso, pueden deberse a que los grupos
carboxilo y amino de las cadenas laterales pueden generar enlaces de hidrégeno, entre el
grupo hidroxilo libre de las benzoxazinas, el grupo carboxilo del borde superior de los

macrociclos e interacciones con la cavidad del macrociclo.*

Al igual que con el péptido KAEAEAKA se presenta una disminucion considerable en la
concentracion de RYRRKKK con 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) en medio neutro. En
medio acido se presenta el mejor cambio de la concentracion del péptido RYRRKKK con
4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), seguido de 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) y 4A-
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA). ElI comportamiento del péptido RYRRKKK con los
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copolimeros tanto en medio &cido como neutro, al ser analizado por RP-HPLC revelé la
formacion de otra especie, con tiempo de retenciébn menor al del péptido RYRRKKK. Es
decir que para el péptido RYRRKKK el uso de estos materiales monoliticos como fase
estacionaria no seria muy conveniente pues altera la composicion de la muestra, ya sea
por la formacién de un producto o la hidrélisis del compuesto macrociclo que se separa del

copolimero.

Ahora bien, la interaccién entre los copolimeros modificados de poli(BMA-co-EDMA-co-
GMA) vy el péptido ACEYSFEFSYNH_, tanto en medio acido como en medio neutro es
inmediata y revela los mejores resultados de interaccion. En el monitoreo de 24 h la
interaccion del péptido con los materiales monoliticos es mejor en medio neutro que en
medio acido, pero en ambos se presenta disminucion de la concentracion del péptido, esta
interaccion puede deberse a su comportamiento como zwitterion en medio neutro. La
disminucion de la concentracién del péptido ACEYSFEFSYNH: en medio acido es mayor
al aumentar la longitud de la cadena de los resorcinarenos con los cuales esta modificado
el copolimero, esto posiblemente indica que la interaccién entre el péptido y los monolitos
modificados puede estarse presentando por la formacion de complejos de inclusion
debidas a la interaccion m-1,* considerando los sistemas aromaticos presentes en las
cadenas laterales del péptido y las cavidades formadas por los macrociclos que son mas

estables a medida que aumenta la longitud de las cadenas alifaticas del borde inferior.

4.7 Evaluacion de los materiales obtenidos como posibles
soportes para separaciones analiticas — Estudios
preliminares

Para la polimerizacion de copolimeros en diferentes moldes, se escogi6 los copolimeros
poli(GMA-co-EDMA) y poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), puesto que el copolimero poli(MMA-
co-EDMA-co-GMA) tenia baja resistencia mecéanica y se pulverizaba con mucha facilidad,
lo cual dificultaba su manipulacién en los moldes. Los moldes que se emplearon fueron:
acero, vidrio y PEEK. El mejor resultado para el molde de acero (5 cm de largo y 4,6 mm
de diametro con tapas y acoples de acero) (Figura 4-27) se logré con el copolimero
poli(GMA-co-EDMA): inicialmente se realizé una prueba de presion y se comparé con la
columna Chromolith® (Tabla 4-11). Y se pudo ver que el mejor comportamiento lo

presentaba nuestra columna.
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Figura 4-27. Acoples y columna de acero
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Tabla 4-11. Comportamiento de la presion al variar el flujo en la columna de acero-
poli(GMA-co-EDMA).
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Fase movil (ACN:H20; 5:95). Variacion del flujo cada 5 min.

Este resultado previo de la columna de acero-poli(GMA-co-EDMA), permitié plantear un
experimento, en el cual se comprobd el comportamiento de la columna con diferentes
analitos (acido galico e ibuprofeno) y se compararon con los resultados obtenidos en una
columna Chromolith® (Figura 4-28-A-B). El tiempo de retencion de los analitos en la
columna de acero-poli(GMA-co-EDMA) fue mucho menor que en la columna Chromolith®,
asi como su resolucién. Se present6é ensanchamiento del pico, lo cual no es deseable en
una separacion cromatografica. Ademas, el pico del 4cido galico tuvo asimetria “fronting”,
lo cual puede ser consecuencia de una sobrecarga de la columna. El analito ibuprofeno en
la columna de acero-poli(GMA-co-EDMA), salié con el frente de solvente y present6
asimetria “tailing”, lo cual indica que algunos sitios sobre la fase estacionaria retienen mas
fuertemente que otras. Con el fin de comprobar el efecto de la fase estacionaria en la
interaccion del analito con la columna, se vario la proporcion de la fase mévil (Figura 4-28-
C). Como puede observarse en los cromatogramas, al disminuir el porcentaje de ACN,
aumenta la asimetria del pico, lo que indica mayor afinidad por la fase estacionaria pero
esta afinidad no es homogénea en toda la columna, lo que hace que algunas moléculas se

retengan mayor tiempo. La columna finalmente se desangré después de los usos
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explicados anteriormente, lo que indica que posiblemente la unién entre las paredes de la
columna y poli(GMA-co-EDMA) no es quimica sino fisica o que la resistencia mecéanica del
copolimero no es suficiente. Esto nos permitio comprobar el problema de reproducibilidad

que presentan este tipo de columnas monoliticas.>*

Con respecto al copolimero poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), el mejor resultado se observé
al emplear el molde PEEK (5 cm longitud) y tratar la paredes internas (Tabla 4-12).10
Adicionalmente, se decidio tratar vidrio con el fin de determinar si este material era viable
para la obtencion de columnas. Ambos moldes se llenaron con la mezcla de polimerizacién
y se logré demostrar que el molde de vidrio no es adecuado para la fabricacion de
columnas monoliticas. En cuanto a la columna PEEK el tratamiento de las paredes fue
satisfactorio y se garantiz6 el llenado de la columna usando un montaje disefiado por
nosotros, consistente en una jeringa y una llave para cartuchos de extraccion en fase sélida
(Figura 4-29). Se realizd6 una prueba preliminar de acople al equipo HPLC, encontrando
gue el anclaje de poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) fue eficiente (fase movil: 100% ACN; flujo:
0,5 mL/min, tiempo: 1 hora). Sin embargo, es necesario disefiar chaguetas de metal en las
cuales se pueda introducir la columna PEEK y se garantice perfecto acople con el equipo
sin pérdida de presién

Figura 4-28. Comparacion de cromatogramas de acido galico e ibuprofeno en columna
Chromolith® y columna de acero-poli(GMA-co-EDMA)
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A. Comparacion de cromatogramas de acido gélico en columna Chromolith® y columna de acero-poli(GMA-
co-EDMA) B. Comparacion cromatogramas de ibuprofeno en columna Chromolith® y columna de acero-
poli(GMA-co-EDMA). C. Cromatogramas de ibuprofeno en columna de acero-poli(GMA-co-EDMA), variando

fase movil.
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Tabla 4-12. Tratamiento de paredes internas de PEEK y capilar de vidrio

Material Tratamiento de las paredes internas

PEEK Se llend el tubo PEEK con H2SO450% y se dej6 actuar durante 6 h, se lavo
con agua Milli-Q, se llené con disolucion 1M de GMA en diclorometano y se
dejo reaccionar por 4 h, se enjuago con acetona y se sec6 con N2.101

Capilar de vidrio  Las paredes internas del capilar de vidrio se enjuagaron con NaOH 1M durante
5 min, se llend con la misma disolucién y se dejé actuar por 10 min. Se enjuagé
con agua y se sec0 con aire, dos veces, posteriormente se lavo HCI por 2 min
y se sec0 con aire por 5 min. Seguido se lavé con tolueno durante 10 min y se
enjuagd con metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo (TMSM) en tolueno durante
10 min, luego se llen6é con metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo (TMSM) en

tolueno durante 2 h, finalmente se enjuagé con tolueno y se sec.192

Figura 4-29. Columna de PEEK- poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), con tratamiento de

paredes y polimerizacion exitosa y montaje de llenado

Esta parte adicional del trabajo de investigacién nos permiti6 comprobar que el mejor
copolimero para hacer columnas monoliticas es poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), puesto que
los ensayos preliminares que se realizaron demuestran que presenta mayor resistencia
mecanica que los otros copolimeros. Adicionalmente, se comprobd que para hacer
columnas de acero monoliticas derivadas de metacrilatos es pertinente disefar una
manera de anclaje quimico del copolimero a las paredes de acero. Asi mismo, se
comprobd que no es viable emplear columnas de vidrio. Con respecto a las columnas
PEEK, se comprobd que el tratamiento previo de las paredes internas fue eficiente y
permite anclar el copolimero a las paredes del molde. Con respecto a este Ultimo es
pertinente disefiar material para acoplar el PEEK al equipo de HPLC, pero sin lugar a duda
los resultados permiten vislumbrar un excelente futuro en el disefio de este tipo de

columnas monoliticas.
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5. Conclusiones

Se logré comprobar que los macrociclos conocidos como calix[4]resorcinarenos pueden
ser usados como agentes modificantes de materiales monoliticos derivados de
glicidilmetacrilato y que podrian ser empleados como fases estacionarias para HPLC, Utiles

en el andlisis de moléculas como péptidos. El trabajo tuvo los siguientes alcances.

Se logré sintetizar y caracterizar inequivocamente los resorcinarenos: 1A, 1B y 1C, con
rendimientos de 82, 83 y 87%, respectivamente. Estas moléculas tienen en su estructura
motivos hidrofébicos por incorporacién de grupos propilo, pentilo y nonilo, lo cual aporta en
su uso como modificantes para fases estacionarias para RP-HPLC. Adicionalmente, se
logré comprobar que el mecanismo de reaccion para la obtencion de 1A, 1B y 1C procede
mediante el mecanismo propuesto por Weinelt y colaboradores, en donde en una primera
etapa se requiere la formacion de trioxano, intermediario que fue aislado y caracterizado
inequivocamente. De los resorcinarenos anteriormente mencionados, se logr6 obtener las
estructuras cristalinas de 1B y 1C, que fueron analizadas mediante difraccion de rayos X,
confirmando conformacidon cono en estado cristalino. Asi mismo se logr6 demostrar
indirectamente que se obtuvieron las estructuras tetraméricas de 1A, 1B y 1C, mediante
acetilacion de estos macrociclos y demostrar que, al acetilar, la conformacion cono de 1A,

1B y 1C cambia a bote tanto en solucion como en estado cristalino.

Se obtuvo los copolimeros poli(MMA-co-EDMA-co-GMA), poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) y
poli(GMA-co-EDMA), comprobando su obtencion mediante MEB, IR-ATR y Raman.

Se comprobd que el método “grafting”-epoxi no es viable para funcionalizar materiales
monoliticos derivados de GMA con los grupos hidroxilo del borde superior de los

resorcinarenos 1A y 1B, puesto que estos macrociclos forman fenolatos que impiden la
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reaccion de eterificacion con los grupos oxirano. El fenolato 5A obtenido a partir de 1A fue
caracterizado mediante técnicas espectroscopicas. Este resultado permitié proponer la
funcionalizacién de los resorcinarenos con grupos que pudieran forman carboxilatos y que

permitieran esterificar los monolitos, por primera vez, mediante el método “grafting”-epoxi.

Se consiguié funcionalizar los resorcinarenos 1A, 1B y 1C mediante dos tipos de
reacciones que permitieron obtener macrociclos con grupos carboxilo. La primera
funcionalizacion se realiz6 con cloruro de 4-carboxibencenodiazonio mediante
acoplamiento azoico, obteniendo los compuestos 3A, 3B y 3C, con excelentes
rendimientos, 97, 92 y 83%, respectivamente. Y la segunda funcionalizacion se realiz6
empleando B-alanina para obtener las benzoxazinas 4A, 4B y 4C con muy buenos
rendimientos, 88, 89 y 77%, respectivamente. Los macrociclos obtenidos fueron
caracterizados mediante técnicas espectroscipicas y es pertinente resaltar que estos
macrociclos fueron indispensables para llevar a cabo la modificacién de copolimeros
derivados de GMA mediante “grafting”-epoxi, metodologia que no habia sido empleada

con resorcinarenos hasta el presente trabajo de investigacion.

Se disefio un nuevo método “grafting”-epoxi para modificar monolitos derivados de GMA
con grupos carboxilo. Los macrociclos empleados para la modificaciéon fueron los
diazotados: 3A, 3B y 3C y las benzoxazinas: 4A, 4B y 4C. Cabe resalta que es la primera
vez que se usan este tipo de macrociclos tan voluminosos para modificar la superficie de
materiales monoliticos. Los resultados permitieron demostrar que el impedimento estérico
y la estabilidad debida a la resonancia en los compuestos diazotados imposibilita su uso
como modificantes de materiales monoliticos. Sin embargo, el uso de benzoxazinas de
resorcinarenos, derivadas de B-alanina, permitieron disminuir la estabilizacién por
resonancia y el impedimento estérico, logrando de esta manera, por primera vez, la
modificacion de copolimeros derivados de GMA con macrociclos tipo resorcinareno
mediante el método “grafting”-epoxi, disefiado en esta investigacion. Los copolimeros
modificados obtenidos fueron los siguientes: 4A-poli(GMA-co-EDMA), 4B-poli(GMA-co-
EDMA), 4C-poli(GMA-co-EDMA), 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), 4B-poli(BMA-co-
EDMA-co-GMA) y 4C- poli(BMA-co-EDMA-co-GMA). Estos fueron caracterizados
mediante IR-ATR, Raman, MEB y analisis elemental. Es importante resaltar que los
resorcinarenos empleados contenian sustituyentes alifaticos en el borde inferior de

diferente longitud (A: propilo; B: pentilo y C: nonilo) que contribuyeron a su comportamiento
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bimodal (formacion de cavitandos y aumento de hidrofobicidad), caracteristica que es
indispensable para la interaccion con otras moléculas como péptidos, caracteristica

indispensable si se desea usar estos monolitos como fases estacionarias.

Se logré sintetizar tres péptidos: ACEYSFEFSYNH,, KAEAEAKA y RYRRKKK mediante la
metodologia SPPS-Fmoc/tBu. Estos fueron caracterizados por RP-HPLC y espectrometria
de masas MALDI-TOF. Los péptidos escogidos para esta investigacién se seleccionaron
debido a su caracter: 4cido, neutro y basico, lo cual permitié determinar el comportamiento

de los materiales monolitos modificados con resorcinarenos con diferentes péptidos.

Se pudo observar que se presenta degradacién de las fases estacionarias por hidrélisis
alcalina a pesar de tener un macrociclo esterificado muy impedido. Por lo anterior la
interaccion de péptidos con los copolimeros se realizé en medio neutro y acido. Se logré
determinar que en medio &cido en el tiempo 0 de monitoreo, la interaccién de los péptidos
KAEAEAKA y RYRRKKK con 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) es de 1%, mientras que el
péptido ACEYSFEFSYNH; muestra interaccién inmediata de 31,7%. Con respecto a la
interaccion en medio &cido a las 24 h de monitoreo, la interaccién de los péptidos
KAEAEAKA, RYRRKKK y AcEYSFEFSYNH: con el copolimero 4B-poli(BMA-co-EDMA-
co-GMA) es buena, 11,4, 10,6 y 37,5%, respectivamente. Adicionalmente, en el mismo
medio, el péptido ACEYSFEFSYNH, con el copolimero 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
muestra interaccion inicial de 32,7% y a las 24 h incrementa a 40,4%. Esto demuestra que
la mejor fase estacionaria para péptidos acidos es 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA) o 4B-
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), mientras que para péptidos neutros y basicos se podria
emplear el copolimero 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

Fue posible demostrar en medio neutro, la mejor fase estacionaria para analizar péptidos
basicos y neutros es 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), pues para KAEAEAKA vy
RYRRKKK se presenta interaccion inicial de 2,9% y 1,9%, respectivamente, e interaccion
final de 54,3% para KAEAEAKA y 53,8% para RYRRKKK. En cuanto al péptido
AcEYSFEFSYNH: los mejores resultados se encontraron con la fase estacionaria 4B-
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), con una interaccion inicial de 41,3%, la cual incremento

hasta 58,7% al pasar 24 horas.
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Mediante pruebas preliminares, fue posible comprobar que poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
se ancla a las paredes del molde PEEK, siempre y cuando las paredes internas del molde
PEEK reciban tratamiento en las paredes internas.
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7. Anexos

A continuacién, se presentan los anexos de caracterizacion de resorcinarenos,

copolimeros sin funcionalizar, copolimeros funcionalizados y péptidos:

7.1 Caracterizacion de los resorcinarenos

A continuacidon, se muestran los resultados de caracterizacion obtenidos en esta

investigacion en el siguiente orden: espectro IR, andlisis elemental, espectro RMN-H,

datos cristalograficos, espectro UV-vis de los siguientes resorcinarenos:

Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

Anexo 8.

2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.137.1913,11%%]octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol
(1A)
2,8,14,20-tetrapentilpentaciclo[19.3.1.137.1%13,1151%octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol
(1B)

2,8,14,20-tetranonilpentaciclo[19.3.1.137.1%13 11519 octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol
(1C)
2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.13,7.19,13.115,19]octacosa-1(25),3
(28),4,6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-
octail-octaacetato (2A)

2,8,14,20-tetrapentilpentaciclo[19.3.1.137.1%13 1519 octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-octail-
octaacetato (2B)

2,8,14,20-tetranonilpentaciclo[19.3.1.137.1%13 11519 octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-octail-
octaacetato (2C)
4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)]-
2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.1%7.1%13,11%1°]octacosa-1(25),3,5,7
(28),9,11,13(27), 15,17,19 (26),21, 23-dodecaeno (3A)
4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)]-
2,8,14,20-tetrapentilpentaciclo[19.3.1.137.1913 115%)octacosa-1(25),3,5,7
(28),9,11,13(27), 15,17,19(26),21,23-dodecaeno (3B)
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Anexo 9.

Anexo
10.

Anexo
11.

Anexo
12.

4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)]-
2,8,14,20-tetranonilpentaciclo[19.3.1.137.1%13,151%octacosa-1(25),3,5,7
(28),9,11,13(27),15,17, 19(26), 21,23-dodecaeno (3C)
2,12,22,32-tetrapropil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxi
etil)-7,17,27,37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1311,11%21 123311 (41).3.5(10)-
11(44).13.12331 0510, 01520 92530, 03540)tetraconta[15(20),21(43),23,25(30),31
(42),33,35(41)]dodecaeno (4A)
2,12,22,32-tetrapentil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxi
etil)-7,17,27,37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1311,11321 123311 (41).3.5(10)-
11(44).13.12331 0510, 01520 02530, 03540)tetraconta[15(20),21(43),23,25(30),31
(42),33,35(41)]dodecaeno (4B)
2,12,22,32-tetranonil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxi
etil)-7,17,27,37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1311,11321 123311 (41).3.5(10)-
11(44).13.12331,0%10,01520,02530, 03540)tetraconta[15(20),21(43),23,25(30),31
(42),33,35(41)]dodecaeno (4C)
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Anexo 1.

6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol (1A)

2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.137.1%13,115%octacosa-1(25),3(28),4,
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C. Espectro RMN-H de 1A
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Anexo 2. 2,8,14,20-tetrapentilpentaciclo[19.3.1.137.1%13,115%%octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol (1B)
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
B. Andlisis elemental de 1B
48,52 i Carbon
|
|
(miVolf) 11
|
1 M@ﬂtyn
1 —
-1.254 T T T T T T T T T >
0,0 24 4.8 (min) 7.2 9.5 120
Operator TD:
Company name: ThermoFinnigan
Methed filename: C:\Documents and Settings'Universidad Nacional My Documents\METODOS\ 201 TWUNIC
Method name: NCHS
Analysed: 06/20/2017 11:05
Printed: 08-14-2017 15:36
Elemental Analyser method:
Sampler method:
Sample ID: 17AEP-050 (£ 13)
Amnalysis type: UnkNown
Chromatogram filename: 17AEP-050. dat
Calibration method: K Factors
Sample weight: 1.072
Protein factor: 6.25
Element Name Ret Time Area BC Area ratio K fa
Carbon T0_2192 68 3577874 R 1.000000 .4743
Hyvdrogen 8_1399 234 1340051 ES 2. 669955 1520

Totals T78_3590 4917925
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C. . Espectro RMN-H de 1B
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7.16
6.17
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/
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D. Espectro RMN-*C de 1B
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E. Datos cristalograficos de 1B-DMSO

Parametros del cristal

Datos / Valores

Numero de deposito CCDC?
Formula Empirica

Peso formula

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unidad

Volumen

z

Dcal

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamaio del cristal

Rango teta para la recopilacion de datos
Rangos de indice

Reflexiones recogidas

Reflexiones independientes
Goodness-of-fit on F?

indices finales de RP [I>20(1)]

indices RP (todos los datos

Pico y orificio de difraccion mas grandes
Coeficiente de absorcion

1841816

Cs8H96014Ss

1177,64

200(2) K

0,71073 A

Triclinic

P-1

a=11,7596(15) A a = 97,933(6) °.
b =13,3232(10) A, B= 92,063(10) °.
c =25,396(3) Ay =94,286(10) °.
3925,5(7) A3

2

1,232 mg/m-3

0,242 mm1

2544

0,40 x 0,28 x 0,12 mm3

3,04 a 27,00°

-18a 18

-48 a 47

-14a 14

94595

13826 [R(int) = 0,112]

7243

1,044

R1 =0,073, wR2 =0,136

R1 =0,166, wR2 =0,175

0,500 and -0,493 e-A-3

F. Espectro UV-vis de 1B

1,0000
0,9000
0,8000
0,7000
0,6000
0,5000
0,4000

Absorbancia

0,3000
0,2000

0,1000

0,0000

200 300 400

500

600 700 800

Long. Onda (nm)
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Anexo 3. 2,8,14,20-tetranonilpentaciclo[19.3.1.1%7.1%13 1151 octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaeno-4,6,10,12,16,18,22,24-octol (1C)

A. Espectro IR de 1C

100]
90

2026.52

80}

707

60}

697.5!
971.78

758.06

721.08
669.24
585 .66
59’726-031 8.11
480.49

50

26505390 3725.21 87.84

1651.81

40

Y Transmittance

835.91

30

1619.53
1087.20

20

=)
T
3258.13
2853.36
1452.92
1171.51

o
T
2925.00

@
81 1500.17

4000 3500 3000 2500 2000
Wavenumbers (cm-1)

1000 500

B. Andlisis elemental de 1C

48.03 Carbon

|

(mVolt)

%
1
‘ k LrH}'drogen
-1.254 T

0.0 24 4.8 (min) 72 9.6

_.
IER
[=)

Operator ID:

Company name: ThemmoFinnigan
Method filename: C:\Documents and Settings\Universidad Nacional My Docuoments\METODOS' 201 T\ JUNIC
Method name: NCHS

Analysed: 06/29/2017 14:14
Printed: 08-14-2017 15:38
Elemental Analyser method:

Sampler method:

Sample ID: 17TAEP-051 (#15)
Analysis type: UnkMNown
Chromatogram filename: 17AEP-051 dat
Calibration method: K Factors

Sample weight: 1.01

Protein factor: 6.25

Element Name Fet . Time Area BC Area ratio K fa
Carbon T6.1275 71 3654428 R 1.000000 .4743
Hydrogen 9. 90066 245 1534666 FU 2.381253 .1320
Totals 86._0341 5189094
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C. Espectro RMN-!H de 1C
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D. Espectro RMN-3C de 1C

151.7
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39.5 Dimethy! Sulfoxide-d6
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E. Espectro UV-vis 1C

0,7500
0,6500
0,5500
0,4500

0,3500

Absorbancia

0,2500

0,1500

0,0500
200 300 400 500 600 700 800

Long. Onda

F. Datos cristalograficos de 1C-5(DMSO)

Parametros del cristal Datos / Valores
Numero de depdsito CCDC?
Formula Empirica C74H126013Ss
Peso formula 1384,04
Temperatura 200(2) K
Longitud de onda 0,710073 A
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P2i/c
Dimensiones de la celda unidad a=14,6491(2) A

b =37,725(3) A, B=101,371(1) °
c=11,723(1) A

Volumen 6351(1) A3

VA 4

Dcal 1,171 g.cm™

Coeficiente de absorcion 0,204 mm-?

F(000) 1508

Tamario del cristal 0,23x0,2x 0,2 mm3
Rango teta para la recopilacion de datos 3.056 a 27.499°.

Rangos de indice -15<=h<=15, -17<=k<=17, -32<=I<=32
Reflexiones recogidas 100956

Reflexiones independientes 17974 [R(int) = 0,0913]
Goodness-of-fit on F2 1,037

indices finales de R [I>20(1)] R1=0,0718, wR2 = 0,1418
indices RP (todos los datos R1=0,1274, wR2 = 0,1691

Pico y orificio de difraccién méas grandes 0,949 and -0,444 e-A-3
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Anexo 4. 2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.13,7.19,13.115,19]octacosa-1(25),3
(28),4,6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-octail-

octaacetato (2A)

A. Espectro IR de 2A

100]
90
30%
70%
eoé
505

407

%Transmittance

30]

20

1588.80
855.05
743.26
687.33
530.24
473.75

1466.08

2873.22
1615.43
617.39593.74

2960.9935 g4

1494.53"

1430.93

1760.52
1406.48
1372.76
1206.70
1

4000 3500

3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

B. . Analisis elemental de 2A

4914

|
(mVolt) |

h Carbon

-1.284 |

vl

0.0

Operator [D:
Company name:
Method filename:
Method name:
Amnalysed:
Printed:

Elemental Analyser method:

Sampler method:
Sample IDx

Analysis type:
Chromatogram filename:
Calibration method:
Sample weight:

Protein factor:

Element Name

Carbon
Hvdrogen
Totals

]
=
=
=]
—
E
1
]
r=]
=1
-
(=
[=1

ThemmoFinnizan

C:\Documents and Settings\Universidad Nacional' My Documents'\METODOS\ 201 T JUNIC
NCHS

06/29/2017 14:30

08-14-2017 15:39

17AEP-052 (# 16)
UnkMNown
17AEP-052.dat

K Factors

1.14

6.25

Ret . Time Area BC Area ratio K fa
g 7 1.000000 .474
] 243 1156884 RS 3.237595 152
5 4902406



138

C. Espectro RMN-H de 2A
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D. Espectro RMN-3C de 2A
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E. Datos cristalograficos de 2A

Parametros del cristal

Datos / Valores

Numero de depdsito CCDC?
Formula Empirica

Peso formula

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unidad

Volumen

Z

Dcal

Coeficiente de absorcién

F(000)

Tamafo del cristal

Rango teta para la recopilacién de datos
Rangos de indice

Reflexiones recogidas

Goodness-of-fit on F2

Indices finales de R [I>20(1)]

indices RP (todos los datos

Pico y orificio de difraccion mas grandes
Coeficiente de absorcion

1498775

CseHs4016

993,07

200(2) K

0,71073 A

Monoclinic

P2i/c

a=233,827(7) A

b =13,972(1) A, B= 102,50(1) °
c=22,918(3) A
10575(3) A3

8

1,248 mg/m-3

0.091 mm-1

4224

0,31 x 0,20 x 0,13 mm?3
3,04 a 25,24°

-40 a 40

-16 a 16

-27 a 27

143281

1,054

1,044

R1=0,077, wR2 = 0,159
R1=0,166, wR2 = 0,204
0,532 and -0,243 e-A3

F. MALDI-TOF-MS 2A

Intens. fau]

999.264

935.303

14.991
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Anexo 5. 2,8,14,20-tetrapentilpentaciclo[19.3.1.137.1%13,115%%octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-octail-octaacetato (2B)

A. Espectro IR de 2B

1m:~‘\“ﬂ,\q!.,'v~ v\f"«
904 //\. |
: ‘n ll.l
4 =]
807 ; |
] \ =
707 | o !
] 2 = '1,
1 | - sl N
60 ‘ 3 8 I
8 ] @ . ‘ |
§ 5] ' @ Id|'s
; 401 || o by
| o 118
5 %] f g | |¢
| | .
4 | S |
201 al ; 8 | % 8
] i § 'S §
4 | § 8 |3
101 ~ '\‘ 8 -
0] g N g
2 g
101 ~ =
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)
B. Andlisis elemental de 2B
4737 5 '\Cafb:m
37.65 |
27,94 |
(mWVaolt) |
18,22 |
£,51 \ | Hydrogen
. I~
-1,2 T T T T T T T T T >
0.0 24 435 (min} 7.2 9.6 12,0
Operator ID: WALTER MEDINA
Company name: UN-BOGOTA
Method filename: C:\Documents and Settings\Universidad Nacional My Documents\ METODOS\ 2017 SEPTIEM.
Method name: NCHS
Analysed: 09082017 18:03
Printed: 03-14-2019 08:30
Elemental Analyser method:
Sampler method:
Samnple ID: 1TAEPD-002 (£ 10}
Analysis type: UnkMNown
Chromatozram filename: 1TAEPD-002 dat
Calibration method: K Factors
Sample weight: 1.024
Protem factor: 6.25
Element Name Fet . Time Area BC Area ratio K fa
Carbon 70.0712 67 3413280 FU 1.000000 .4742
Hydrogen 7.2850 234 1151910 RS 2.963148 _13504
Totals 77.3562 435651590
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C. Espectro RMN-!H de 2B
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Anexo 6. 2,8,14,20-tetranonilpentaciclo[19.3.1.137.1%13,115%%octacosa-1(25),3(28),4,
6,9(27),10,12,15(26),16,18,21,23-dodecaen-4,6,10,12,16,18,22,24-octail-octaacetato (2C)

A. Espectro IR de 2C

wevMﬂm&W$vﬂwﬁ e ‘ﬁﬁm
903 - 11
80 ‘5 ”i"l
] @
] ° l')' a
o] o
] "
§ 5 ( ¢
§ a0 8
. g
£ a0 s
: g
“ 8 |y
10 8
] - . o
" 33 3 g
] o3 o -
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)
B. Analisis elemental de 2C
5218 Carbon
|
|
(mVolt) |]
| A | Hydrogen
\ o =
-1.43+ T T T T T T T T T ol
0.0 24 48 (min) 7.2 95 120
Operator ID:
Company name: ThemmoFinnizan
Methed filename: C:\Docoments and Settings\Universidad Nacional My Documents\ METODOS' 201 TWIULIC
Method name: MNCHS
Analysed: 07/06/2017 12:13
Printed: 08-14-2017 16:03
Elemental Analyser method:
Sampler method:
Sample ID: 1TAEP-064 (# 12)
Analysis type: UnkNown,
Chromatogram filename: 1TAEP-064. dat
Calibration method: K Factors
Sample weight: 1.103
Protein factor: 6.25
Element Name Ret . Time Area BC Area ratio K fa
Carbon 74.8105 67 3816892 R 1.000000 .4617
Hydrogen 8.6665 234 1441540 RS 2.647788 1493

Totals 83 4770 3258432
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C. Espectro RMN-!H de 2C

6.91
4.16
4.14
412

/
£

1

45

217
1.85

—0.00 TMS

40

35
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25

r20

56.07-
12.00-

2426-
8.00 -/

3.89 4;_4
> |

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 0 3.5
f1 (ppm)

D. Datos cristalograficos 2C-CH3;CH,OH

3.0 2.5 2.0 1.5 1. 0.5 0.0

o

Parametros del cristal

Datos / Valores

Formula Empirica

Peso formula

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unidad

Volumen

Z

Dcal

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamafo del cristal

Rango teta para la recopilacion de datos
Rangos de indice

Reflexiones recogidas
Goodness-of-fit on F2
indices finales de R [I>20(1)]
indices RP (todos los datos

Cs2H118017

1375.76

200(2) K

0,71073 A

Triclinic

P-1

a=12.2580(12) A

b =14.9453(11) A, B= 82.360(9) °.
c =22.4795(18) A [ = 76.789(6) °.
3973.3(6) A3

2

1.150 mg/m-3

0.079 mm1

1492

0.3x0.3x0.26 mm?3

3.001 to 25.242°.

-14 al4,

-17 a 17,

-26 a 26

60345

1.030

R1 =0.0841, wR2 = 0.2111
R1 =0.0841, wR2 = 0.2111
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E. MALDI-TOF-MS 2C

1111111

Inens.fau]

1111111

5555555

Anexo 7. 4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)] -
2,8,14,20-tetrapropilpentaciclo[19.3.1.137.1%13,1151°|octacosa-1(25),3,5,7(28),9,11,13
(27),15,17,19 (26),21, 23-dodecaeno (3A)

A. Espectro IR de 3A
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B. Anadlisis elemental de 3A

8
f1 (ppm)

43.1 \ Carbon
|
|
(mVolt) ']l
LvNiTJ"g““  Hydrogen
A
-L.11+ | T | | T — T | | >
0.0 2.4 4.8 (i) 7.2 9.6 12,0
Operator ID:
Company name: ThermoFinnigan
Method filename: C:'\Documents and Settings\Universidad Nacional\My Documents\ METODOS'\ 201 7 JUNIC
Method name: MNCHS
Analvsed: 06/29/2017 15:26
Printed: 08-14-2017 15:42
Elemental Analyser method:
Sampler methed:
Sample ID: 17AEP-055 (¥ 19)
Amnalysis type: UnkMNown
Chromatogram filename: 17AEP-055 dat
Calibration method: K Factors
Sample weight: 1.15
Protein factor: 6.25
Element Name Ret Time Area BC Area ratio K fa
Nitrogen 8.0809 43 185973 RS 19.300920 .2001
Carbon 65._6683 75 3589440 RS 1.000000 .4743
Hydrogen 5.4742 270 970418 RS 3.698860 .1520
Totals T9_2236 4745831
C. Espectros RMN-H de 3A
E
3
£
~ [=}
= FE = BNCNCE I35 < (229338
[ —— | N
L QAA_J | L&,J“ k
2 b z 8 g L
1s 1 i 1 i1 10 ° : 7 . 5 4 3 2 3
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D. Espectro RMN-13C de 3A
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E. Espectro UV-vis de 3A
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Anexo 8. 4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)]-
2,8,14,20-tetrapentilpentaciclo[19.3.1.1%7.1%913 1159 octacosa-1(25),3,5,7(28),9,11,13
(27),15,17,19 (26),21,23-dodecaeno (3B)

A. Espectro IR de 3B

100
90
80
70
g 60
£ 50
€ ]
2 1
g 407
= ]
R ]
<30
20 - =
1 BRI
10 O ¢ o wl T
] L & = N
1 A
0 I &
101
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1) I
B. Andlisis elemental de 3B
4822 pc‘
i
(mWVolt) Llll
yNifrgen | Hydrogen
- A A
-1.27+ T T T T T T T T T >
0.0 24 48 (min) 2 2.6 12,0
Operator ID:
Company name: ThermoFinnigan
Method filename: C:'\Docoments and Settings'\Universidad Nacional' My Documents\ METODOS 201 7\ JUNIC
Method name: NCHS
Amnalysed: 06/29/2017 18:41
Printed: 08-14-2017 15:46
Elemental Analyser method:
Sampler method:
Sample ID: 1TAEP-057 (#22
Analysis type: UnkNown
Chromatogram filename: 17TAEP-057 dat
Calibration method: K Factors
Sample weight: 1.237
Protein factor: 625
Element Name Fet . Time Area BC Area ratio K fa
Nitrogzen 8. 2873 45 205152 RS 18.998850 .2001
Carbon 66.3024 T4 3807653 RS 1.000000 .4743
Hydrogen 5.7891 265 1102086 FU 3.536614 1320

Totals 80.3788 3204891
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C. Espectro RMN-'H de 3B
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0,9500
0,8500
0,7500
0,6500
o
=]
=
= 0,5500
(=]
Z 0,4500
2 0,
0,3500
0,2500
0,1500
0,0500
230 330 430 530 630 730

Long. Onda



149

Anexo 9. 4,6,10,12,16,18,22,24-octahidroxi-5,11,17,23-tetrakis[p-(4-carboxifenilazo)]-
2,8,14,20-tetranonilpentaciclo[19.3.1.1%7.1%13,115%%octacosa-1(25),3,5,7(28),9,11,13
(27),15,17,19(26),21,23-dodecaeno (3C)

A. Espectro IR de 3C
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B. Andlisis elemental de 3C
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Operator ID:

Company name: ThemmoFinnigan
Method filename: C:'\Documents and Settings\Universidad Nacional My Documents\ METODOS' 201 T\JULIC
Method name: NCHS

Analyzed: 07/06/2017 11:43
Printed: 08-14-2017 16:01
Elemental Analyser method:

Sampler method:

Sample ID: 17TAEP-062 (%2 10)
Amnalyzis type: UnkNown
Chromatogram filename: 17AEP-062 dat
Calibration method: K Factors

Sample weight: 1.113

Protein factor: 6.25

Element Name Ret . Time Area BC Area ratio K fa

Nitrogen T7.1374 43 169042 RS 21.122030 .212
Carbon 693437 67 3570500 ES 1.000000 .461
Hydrogen T7.1420 234 1201022 RS 2.972885 .149
Totals 83 6231 4940564
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C. Espectro RMN-'H de 3C
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E. Espectro UV-vis de 3C
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Anexo 10. 2,12,22,32-tetrapropil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxi etil)-
7,17,27,37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1311,11321 123311(41).3.5(10)-11(44).13.
12331 05:10,015:20 025:30 0354%tetraconta[15(20),21(43),23,25(30),31(42),33,35(41)]dodeca

eno (4A)

A. Espectro IR de 4A
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B. Analisis elemental de 4A
4279  Carbon
34,04 ]
25,28 ‘
(mValf)
16.53 i
|
7774 Ir‘N vH'rdrngm
- —
-0.9% T T T T T T T T >
0.0 14 43 {oun) 12 9.6 120
Operator ID WALTER MEDDINA
Company name UN-BOGOTA
Method filename C\Documents and Settings Universadad N I'My Doc METODOS\2018\JUNION20
Method name NCHS
Analyzed: 06262018 12:11
Prnted: 06-26-2018 1646
El 1 Analyzer method
Sampler method
Sample ID: 18AQ-105 (= 34)
Analy=zs type: UskMowsn
Clromatogram filename 18AQ-109 das
Calibranon method- K Facror:
Sample weight 1.082
Protem factor: 625
Element Name Ret _Time Area BC Area ratioe K fa
Hitregen 4_4151 46 103512 RS 30.558410 2166
Carbomn 60 _9011 T1 3163162 RS 1.000000 4783
Hydrogen 6_9026 244 1152374 RS 2_.T445%0%9 1530
Totals T2 _2188% 4419048
C. Espectro RMN-H de 4A
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D. Espectro RMN-3C de 4A
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Anexo 11. 2,12,22,32-tetrapentil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxi etil)-
7,17,27,37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1311,11321 123311(41).3.5(10)-11(44).13.12%31 0519,
01520, 025:30 03540]tetraconta[15(20),21(43),23,25(30),31(42),33,35 (41)]dodecaeno (4B)

A. Espectro IR de 4B
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] o
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B. Analisis elemental de 4B
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(mValf) |
20,26 |
a!
9.4 By ]PE*‘—’“ | Hydrogen
A r \ o
-1,46 T T T T T T T T T »
0,0 24 45 (ooan) 172 9.6 12,0
Operator ID WALTER MEDDNA
Company name UN-BOGOTA
Method filename C:Documents and Settngs Universidad Nacional My Documaents\ METODOS\2018\JUNION20
Mathod name NCHS
Analysed: 06262018 12:24
Printed: 06-26-2018 16:47
Elemental Analyser method
Sampler method
Sample ID: 18AQ-110 (% 35)
Anahyrzis type: UnkMNown
Clhromatogram filename 18A0Q-110.dat
Calibration method: K Factors
Sample werght: 1.358
Protem factor: 625
Element MName REet.Time Area BC Area ratio K fa
Nitrogemn 4.055%9 46 119345 RS 34_ 576620 2166
Carbon 63 _.3528 T1 4126547 RS 1.000000 4783
Hydrogen T.5054 246 1569272 RS 2. 629593 1530
Totals T74_.9140 5815164
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C. Espectro RMN-'H de 4B
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Anexo 12. 2,12,22,32-tetranontil-4,14,24,34-tetrahidroxi-7,17,27,37-tetra-(2-carboxi etil)-
7,17,27,37-tetra-azanonaciclo[31.3(7).1.1311,11321 123311(41).3.5(10)-11(44).13.12%31 0519,
01520, 025:30 03540tetraconta[15(20),21(43),23,25(30),31(42),33,35 (41)]dodecaeno (4C)

A. Espectro IR de 4C
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B. Anadlisis elemental de 4C
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Operator [Dr

Company name: ThermoF mum gan
Method filename C\Documents and Settings'\Universidad NacionalMy Documents METODOS\ 201 TJULIC
Method name NCHS

Analysed: 07062017 12:00
Printed: 08-14-2017 16:02
Elemental Analyser method

Sampler method

Sample [D 1TAEP-063 (2 11)
Analyss type UnkNown
Clhromatogram filename 1TAEP-063 dat
Calibration method K Factors

Sample weight 1.164

Protein factor: 6.25

Element Name Ret Time Area BC Area ratio K fa
Nitrogen 4.0505 43
Carbon 68 1698 67 3
Hydrogen 8._7955 235 1
Totals 21.0157 5

6 RS 36.587690 .212
7 RS 1.000000 _461
2 RS 2.379024 149
5
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C. Espectro RMN-'H de 4C
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7.2 Caracterizacion de copolimeros sin funcionalizar

A continuacién, se anexan los espectros IR-ATR, analisis elemental y MEB
correspondientes a copolimeros sin funcionalizar:

Anexo 13. poli(MMA-co-EDMA-co-GMA)

Anexo 14. poli(GMA-co-EDMA)

Anexo 15. poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
Anexo 13. poli(MMA-co-EDMA-co-GMA)

A. Espectro IR-ATR de poli(MMA-co-EDMA-co-GMA)
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Anexo 14. poli(GMA-co-EDMA)

A. Espectro IR-ATR de poli(GMA-co-EDMA)
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|
784+ |] |ﬂyd:ugm
i\ T
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0.0 24 4.3 {min) 7.2 9.6 12,0
Operator ID: WALTER. MEDINA
Company name: UN-BOGOTA
Method filename: C\Documents and Settmgs\Universidad Nacional My Documents\METODOS\20 18\ JUMNION20
Method name: NCHS
Analbysed: 0&6725/2018 21:28
Printed: 06-26-2018 16:22
Elemental Analyser method:
Sampler methed:
Sample ID: 18AQ-101 (£ 24)
Analysis type: UnkMNown
Chromatogram filename: 18A0Q-101.dat
Calibration method: E Factors
Sample weight: 1.06
Protem factor: 6.25
Element Name REet . Time Area BC Area ratio E fa
Carbomn 62 4178 71 3175979 RS 1.000000 _4783%
Hydrogen 7.8577 245 1284092 RS 2.473328 _1530
Tetals TO.2755 4460071
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Anexo 15. poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

A. Espectro IR-ATR de poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
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Chromatogram filename:
Calibration method:
Sample werght:
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E Factors
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Eet . Time Area BC
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66 .TT58 4379241
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7.3 Caracterizacion de copolimeros funcionalizados

A continuacion, se anexan los espectros IR-ATR, andlisis elemental y MEB
correspondientes a copolimeros funcionalizados:

Anexo 16. PABA-poli(GMA-co-EDMA)
Anexo 17. 4A-poli(GMA-co-EDMA)

Anexo 18. 4B-poli(GMA-co-EDMA)

Anexo 19. 4C-poli(GMA-co-EDMA)

Anexo 20. 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
Anexo 21. 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
Anexo 22. 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

Anexo 16. PABA-poli(GMA-co-EDMA)

A. Espectro IR-ATR de PABA-poli(GMA-co-EDMA)
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B. MEB de acido PABA-poli(GMA-co-EDMA)
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Anexo 17. 4A-poli(GMA-co-EDMA)

A. Espectro IR-ATR de 4A-poli(GMA-co-EDMA)
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B. Andlisis elemental de 4A-poli(GMA-co-EDMA)
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26,78 |
(mValf) |
17481 l
819 .|] ’,H dro
.19 | | Hydrogen
|,N1nt_zen o~ 1, Sulphur
-L11 T T T T T T T T T -
0,0 24 48 {min) 7.2 9.6 12,0
Operator ID: WALTER MEDINA
Company name: UN-BOGOTA
Method filename: C'Documents and SettmgsUniversidad Nacional'My Documents\ METODO 5 201 8\ JUNICH 20
Meathod name: NCHS
Analyzed: 0672572018 21:40
Printed: 06-26-2018 16:24
Elemental Analyser methed:
Sampler methed:
Sample ID: 18A0Q-102 (#25)
Analysis fype: UnkMNewn
Chromatogram filename: 18AQ-102 dat
Cahibration method: E Factors
Sample weight: 1.191
Protemn factor: 6.25
Element Name Eet Time Area BC Area ratio K fa
Mitrogen 0.61%0 47 15974 RS 210.5986400 .2166
Carbon 58.9629 71 3370297 RS 1.000000 .4783
Hydrogen 5.8779 246 1263025 TL 2.668432 1530
Sulphur 0.2761 535 6553 CR 514.313500 .1992
Totals 66.7359 46558490
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C. MEB de 4A-poli(GMA-co-EDMA)
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Anexo 18. 4B-poli(GMA-co-EDMA)

A. Espectro IR-ATR de 4B-poli(GMA-co-EDMA)
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Sample ID:
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Chromatogram filename:
Calibration method:
Sample weight:

Protein factor:
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Hydrogen
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C. MEB de 4B-poli(GMA-co-EDMA)
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Anexo 19. 4C-poli(GMA-co-EDMA)

A. Espectro IR-ATR de 4C-poli(GMA-co-EDMA)
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Method name: MNCHS

Analvsed: 06726/2018 10:58
Printed: 06-26-2018 16:28
Elemental Analyser method:

Sampler method:

Sample IT: 18AQ-104 (# 28)
Anahysis type: TnkMNown
Chromatogram filename: 18A0Q-104. dat
Calibration method: K Factors

Sample weight: 1.861

Protem factor: 6.25

Element Name Fet.Time Are
Mitrogen 1.3324

Carbon 61 . 7761 55

Hydrogen T.6256 252 21
0.2097

0.9438 7

Sulphur
Totals 7
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ES

TL
CR

.367400
.000000
.526266
.381800
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C. MEB de 4C-poli(GMA-co-EDMA)
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Anexo 20. 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

A. Espectro IR-ATR de 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
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C. MEB de 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
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Anexo 21. 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

A. Espectro IR-ATR de 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
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C. MEB de 4B-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
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Anexo 22. 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

A. Espectro IR-ATR de 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

Y Transmittance

100
90

b
%l’ |

—

)

K

80

3646.625%

70

=

=

—

M
2]
o
~
ML
28
@
°lg
e
~
<
~
[}

60

=

50
30] \
205
o]
10]
-20

=

1980.07

1255.74

1601.86
1148.62

172236
1454.94
1387.56

2923.22

4000 3500

3000 2500 2000

Wavenumbers (cm-1)

1500 1000

Andlisis elemental de 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

30,55

15,89

COperator 1D

Company nanme:

Method filename:
Method name:

Analysed:

Printed:

Elemental Analyser method:
Sampler method:
Sample IT:

Analysis type:
Chromatogram filename:
Calibration method:
Sample weight:

Protem factor:

Element MName
MHMitrogen
Carbomn
Hydrogen
Totals

(mim) 72 9.6

WALTER MEDIMNA

UN-BOGOTA

C:\Documents and Settmgs"Universidad Macional MMy Documents'METODOS 2018\ IIINION20
NCHS

06/26/2018 11:59

06-26-2018 1645

18AQ-108 (#33)
UnkMown
18A0Q-108. dat

E Factors

1.315

625

BC

ES 59 . 174070
ES 1.000000
ES 2.499430

67596
3e85831
1600337
5667864



174

C. MEB de 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)
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7.4 Caracterizacion de péptidos
A continuacion, se encuentran los cromatogramas de los péptidos sintetizados:
Anexo 23. Péptido ACEYSFEFSYNH;
Anexo 24. Péptido KAEAEAKA
Anexo 25. Péptido RYRRKKK
Anexo 23. Péptido ACEYSFEFSYNH:
A. Cromatograma de péptido ACEYSFEFSYNH-
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Anexo 24. Péptido KAEAEAKA

A. Cromatograma de péptido KAEAEAKA
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Anexo 25. Péptido RYRRKKK

A. Cromatograma de péptido RYRRKKK
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Anexo 26. Mecanismo de sintesis de péptidos

Primera etapa: desproteccion del aminoacido

Activacion del aminoacido y acoplamiento
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7.5 Interaccion de péptidos con copolimeros derivados de
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA)

A continuacion, se encuentran las graficas que ilustran la interaccion de los péptidos con
poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), 4A-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA), 4B-poli(BMA-co-EDMA-
co-GMA) y 4C-poli(BMA-co-EDMA-co-GMA).

Anexo 27. Interaccién de péptido ACEYSFEFSYNH
Anexo 28. Interaccion de péptido KAEAEAKA
Anexo 29. Interaccién de péptido RYRRKKK

Anexo 27. Interaccién de péptido ACEYSFEFSYNH.

Interaccion de AcEYSFEFSYNH; con copolimeros
en medio acido

_ 1.2

5 1
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=.2 06

28 04
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£ = 02

£E 0

> 4A- 4B- AC-

E
P Pol(BMA-  poliBMA-  poli(BMA-

GMA co-EDMA- co-EDMA- co-EDMA-

co-GMA)  ".o.GMA)  co-GMA)  co-GMA)

=mg/mL inidal 1,04 1.04 1.04 1,04

= Tiempo 0 0.96 0,97 0.71 0.70

m Tiempo 24 0,87 0,86 0,65 0.62

Interaccidon de AcEYSFEFSYNH- con copolimeros
en medio neutro

- 1,2
no_ 1
2z 0.8
=8 0.6
ag 0.4
TEI £ 0.2 I
E 0 AC
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polBM~ pnn BMA— pnn EJMA— poliBMA-
co-GMA) co-EDMA- co-EDMA- co-EDMA-
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smg/mL inidal 1,04 1,04 1,04 1.04
mTiempo 0 0,73 0,74 0,61 0,60

B Tiempo 24 0,69 0,67 0.43 0,63
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Anexo 28. Interaccién de péptido KAEAEAKA

Interaccion de KAEAEAKA con copalimeros en

medio acido
- 1.20
W 1.00
S8 080
=2 0,60
oo 0.40
EE 0o
£ ’ oli(BMA- 4C-
{IZJU—EDMA poh EIMA— p0|l EIMA— poliiBMA-
co-GMA) co-EDMA- co-EDMA- co-EDMA-
co-GMA) co-GMA) co-GMA)
= mg/mL inicial 1.05 1.05 1,05 1.05
B Tiempo 0 1.05 1.03 1.04 1.03
B Tiempo 24 1.01 0.a87 0.93 0.96
Interaccion de KAEAEAKA con copolimeros en
medio neutro
- 1.20
B 1.00
Y- 0,80
=2 0.60
2o 0.40
£ 2 0,20
== 0,00 AC
g _
Eg_'ggmi_ polll[BMA— poh BMA— poli(BMA-
GMA co-EDMA- co-EDMA- co-EDMA-
co-GMA} Lo GMA)  co-GMA)  co-GMA)
= mg/mL inicial 1,05 1.04 1.04 1.05
mTiempo 0 1,03 1,02 1,03 1,03

ETiempo 24 0,95 0,48 1,00 0,75
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Anexo 29. Interaccién de péptido RYRRKKK

Interaccion de RYRRKKK con copolimeros en medio

acido
1,20
=
- 1,00
T < 0,80
23 0.60
2 z 0.40
E’E 0,20
0,00
oli(BMA 4c-
EO—EDMA poh(BMA— |30|I BMA— poli(BMA-
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co-GMA) co-GMA) ca-GMA)
® mg/mL inicial 1,04 1,04 1,04 1,04
= Tiempo 0 1,03 1,03 1,03 1,03
mTiempo 24 1,01 0,97 0,93 0,96
Interaccidn de RYRRKKK con copolimeros en medio
neutro
1,20
=
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mTiempo 0 1,03 1,02 1,03 1,04

mTiempo 24 0.95 0.48 1,02 0.75
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