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CAPITULO |

INTRODUCCION

En la actualidad se utiliza un gran nimero de compuestos naturales, sintéticos o semi
sintéticos, para el tratamiento de enfermedades en animales entre los que se encuentra el
grupo de los farmacos macrolidos, los cuales son ampliamente utilizados en el tratamiento
de infecciones [1].

Los macrélidos son moléculas que contienen de 14 a 16 carbonos, entre los que destacan
la eritromicina, claritromicina, azitromicina y tilosina [2]. El uso indiscriminado y la
presencia de residuos de este tipo de moléculas en los tejidos animales o en los desechos
generados por los mismos, puede ocasionar serios problemas ambientales asi como la
aparicion de distintas bacterias resistentes a estos farmacos [3], provocando efectos
adversos en la salud de los organismos consumidores de los productos derivados de
animales que fueron tratados con estos antibidticos [4].

Para proteccion del consumidor se han regulado las concentraciones maximas permitidas
de algunos farmacos macrolidos, entre los que se encuentran la claritromicina,
eritromicina y tilosina, los organismos internacionales que han emitido dichas
regulaciones son la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y la Comisidn del Codex
Alimentarius (CAC) [5-6], por lo que el desarrollo de nuevos métodos analiticos para la
determinacidn de este tipo de compuestos se ha convertido en una necesidad tanto para el

productor como para los organismos de control.
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Una de las metodologias mas ampliamente utilizadas para llevar a cabo la determinacion
de residuos de diversas moléculas en matrices derivadas de animales es el método
QUEChERS (QUick, Easy, CHeap, Effective, Rugged and Safe) [6-8], el cual implica
como primer paso una extraccion con solventes, en las que se utiliza acetonitrilo y sulfato
de magnesio anhidro y posteriormente el proceso de limpieza de la muestra mediante
extraccion en fase sélida, para la eliminacion de interferencias mediante distintos
adsorbentes y finalmente la cuantificacion del analito mediante distintas técnicas entre las
que se encuentran la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS) y la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) [9-12], dicho

procedimiento se muestra en el esquema presentado en la Figura 1.

Mezcla Transferir a un
homogénea tubo de 50 mL

Aregar buffery

i Agitar y
centrifugar Transferir a SPE

centrifugar

Analizar por
LC/MS o
HPLC/MS/MS

Figura 1.Protocolo de preparacion de muestras del método QUEChERS

Como se mencion0 anteriormente, el primer paso de la cuantificacion requiere que la

muestra sea sometida a un proceso de pretratamiento, el cual generalmente se lleva a cabo



mediante extraccion liquido-liquido utilizando distintos solventes o extraccion en fase
solida [13-16].

La principal desventaja de la extraccion liquido-liquido es el consumo de grandes
cantidades de solventes organicos, los cuales son perjudiciales para el ambiente, ademas
de requerir periodos prolongados para lograr separaciones eficientes. La extraccion en
fase sélida (SPE) se ha desarrollado como una alternativa, dicha metodologia consiste en
el uso de adsorbentes empaquetados en cartuchos, los cuales tienen como principal
objetivo la separacion del analito de interés de distintas matrices, tal como se muestra en
la Figura 2.

Actualmente existe una gran cantidad de materiales adsorbentes, sin embargo, uno de los
principales problemas que enfrenta es la presencia de distintas moléculas que actian como

interferentes al llevar a cabo el proceso de purificacién de la muestra.

1 2 3 4

&

=

Acondicionamients  Aplicacion Lavado Elucion
de la muestra nterferencias

Figura 2. Proceso de extraccion en fase solida

Una de las alternativas que puede ser utilizada para disminuir las interferencias durante la
SPE, es la implementacion de polimeros molecularmente impresos (MIPS) como
adsorbentes [17], este tipo de materiales presenta como principal caracteristica la
selectividad hacia el analito de interés, ya que dicha molécula se emplea como plantilla al

Ilevar a cabo la sintesis del polimero (Figura 3), lo cual genera en la estructura huecos que



son complementarios en tamafio, forma y funcionalidad a la molécula objetivo, lo que

desarrolla el reconocimiento del analito plantilla a nivel molecular [18-19].

Remocion de la

Polimerizacion :
plantilla

~ .
— —
% : L% l {
Template
Plantilla

Interaccion

-~ selectiva —_ >
——
& —\

Figura 3. Proceso de impresion molecular

Introduccion de
la muestra

Debido a sus caracteristicas, los MIPs pueden ser aplicados en la separacion de analitos
de matrices complejas, como las muestras de productos alimenticios tales como huevos,
lacteos y carnicos [20-22], por lo que en este proyecto se propone la sintesis de un material
molecularmente impreso basado en polietilentereftalato (PET) reciclado y su
implementacién como adsorbente en un cartucho de SPE de residuos de farmacos
macrolidos, para la purificacion de muestras provenientes de productos derivados de
animales destinados para consumo humano, para posteriormente cuantificar dichas

moléculas mediante HPLC.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Residuos de farmacos en productos de origen animal

La industria alimenticia tiene el compromiso de distribuir en el mercado productos de
Optima calidad. El acelerado comercio internacional de alimentos ha promovido la
implementacién de estrategias que contribuyan al aseguramiento de la inocuidad de los
productos alimenticios [23], la inocuidad de dichos productos puede verse afectada por la
presencia de residuos de origen quimico. Se conoce como residuo a cualquier sustancia
que permanece en el organismo como consecuencia de un tratamiento y puede aparecer
en la carne de consumo o en subproductos como la leche o el huevo [23], por lo que los
productores deben tomar medidas para la obtencion de productos de alta calidad.

El aseguramiento en la salud de los animales ayuda a obtener productos de calidad, es
decir, alimentos seguros, por lo que la prevencién y el tratamiento de las enfermedades de
los animales es una de las principales preocupaciones de los ganaderos [23], ya que cada
dia los consumidores son mas exigentes en cuanto a la inocuidad de los productos que
consumen, por lo que la presencia de residuos de farmacos veterinarios en productos de
origen animal trae consecuencias a nivel de salud publica, de comercio y de la industria

[24-25].



Los reportes por intoxicacion aguda debido a la ingestion de alimentos que presentan
residuos de farmacos veterinarios son escasos, aungue este tipo de residuos se encuentra
en baja concentracion, es probable que se presenten reacciones alérgicas en personas
sensibles, debido a los riesgos que representan para la salud humana, se han establecido
limites maximos de residuos para los farmacos, por debajo de los cuales son tolerables y
no deberian ocasionar ningun tipo de reaccion adversa en los seres vivos [25].

Entre los farmacos veterinarios que se encuentran con mayor frecuencia en matrices
animales se encuentran los antibidticos, ya que ademéas de ser utilizados para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, también se emplean para el control de la
reproduccion, alivio del estrés y como promotores de crecimiento, ademas de que, en la
mayoria de los casos los animales no son tratados de manera individual, sino que resulta
mas eficiente tratar en grupos medicando el agua o el pienso que consumen [25], el uso
indiscriminado para estos fines puede ocasionar serios problemas en la salud de los
consumidores, ademas de que favorece el incremento y la prevalencia de bacterias
resistentes en el ecosistema, la cual estd asociada a la presencia de distintas bacterias
resistentes que se encuentran en los intestinos de animales que son continuamente tratados
con dosis subterapéuticas de antibidticos.

Para lograr la reduccion del consumo de anitbi6ticos en animales, distintos organismos
han establecido regulaciones en el uso como promotores de crecimiento y han impulsado

politicas para su prohibicion. [26]

2.2 Farmacos macrolidos
En el afio 1952 fue descubierta la eritromicina, y con ella se cred una nueva familia de

antimicrobianos: los macrdlidos. Estos farmacos se caracterizan por poseer en su
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estructura un anillo de lactona macrociclico de entre 14 y 16 atomos. Los miembros de
esta familia entre los que se encuentran la claritromicina y la tilosina (Figura 4), comparten
estructura quimica, espectro antimicrobiano, farmacocinética y toxicidad, y tienen como
prototipo a la eritromicina [27].

b)

Figura 4. Estructura de los farmacos macrdlidos a) eritromicina, b) claritromicina y c) tilosina

2.2.1 Eritromicina

La eritromicina fue observada por primera vez por McGuire en 1952. Su nombre
establecido por la farmacopea europea es 6-(4-dimetilamino-3-hidroxi-6-metil-
tetrahidropiran-2-il)oxi-14-etil-7,12,13-trihidroxi-4-(5-hidroxi-4-metoxi-4,6-dimetil-
tetrahidropiran-2-il)oxi-3,5,7,9,11,13-hexametil-1-oxacciclotetradecano-2,10-diona)
[28]. Esta indicada para el tratamiento de infecciones causadas por organismos
susceptibles en bovinos, potrillos, cerdos, ovejas, perros y gatos.

La eritromicina posee en su estructura (Figura 4) tres distintos fragmentos estructurales:
desoxamina, cladinosa (3-O-metilmicarosa) y eritronolida [28]. La desoxamina y la
cladinosa son derivados de azUcares (piranosas) que poseen ciclos de 6 miembros donde
uno de ellos es un atomo de oxigeno, cada una de ellas posee distintos grupos funcionales,

los cuales se resumen en la Tabla 1.



Tabla 1. Fragmentos estructurales derivados de azlcares de la eritromicina y sus grupos funcionales

Fragmento Grupos funcionales

e Dimetilamino

Desoxamina e Metilo
e Hidroxilo
e Metoxilo
Cladinosa e Dos metilos
e Hidroxilo

El fragmento méas polar es la desoxamina, mientras que la eritronolida representa el
aglicén de la eritromicina, es decir, es el compuesto remanente sin azlcares que queda
tras reemplazar por un atomo de hidrégeno el grupo glicésilo de un glucésido, que es un
compuesto formado por un azucar (desoxamina y cladinosa) y un compuesto no glicido
(eritronolide). Este farmaco es ampliamente utilizado en el tratamiento de diversas
infecciones bacterianas comunes principalmente en las vias respiratorias. Su estabilidad
depende del valor de pH del medio, ya que puede formar sales con los acidos pero se
inactiva en gran medida a valores de pH menores a 4 [27-29].

La Tabla 2 resume algunas de las principales propiedades fisicoquimicas de la

eritromicina [30].



Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de la eritromicina

Propiedad Valor
e Poco soluble en agua y completamente
Solubilidad soluble en alcoholes de cadena corta,

Coeficiente de particion
Log P (octanol:agua)

Coeficiente de distribucion
Log D

Estabilidad

Punto de fusién

Grupos ionizables
pKa

Absorcion UV

benceno, acetona y cloroformo

o 27
Log P > 0.5, el compuesto tiende a ser
lipofilico
e pH6=0.38
e pH7.4=2.08

Soluciones estables a pH entre 7 — 8
pH ligeramente &cido se transforma en
enol
pH < 4 = Degradaciéon del farmaco por
la formacion de anhidro de eritromiicna

e pH > 8 = Degradacion polar del
farmaco, formacion del enol éter de
eritromicina
Térmicamente inestable en soluciones
acuosas.

135-140°C

}\,méx: 280 nm




2.2.1.1 Parametros farmacocinéticos de la eritromicina
La eritromicina estd compuesta principalmente por eritromicina A, aunque pueden estar
presentes diferentes cantidades de eritromicina B y eritromicina C, sin embargo la mayor

parte de la actividad bioldgica reside en la eritromicina factor A.

Absorcién

La absorcion de la eritromicina administrada por via oral y su estabilidad en el medio
acido del estomago dependen de la forma quimica, ya sea como base, estearato o estolato,
en todos los casos su biodisponibilidad es baja, por lo que se prefiere la via intramuscular.
La diferencia con otros antibiéticos es que sus moléculas no ionizadas son altamente
liposolubles [29], atravesando las barreras bioldgicas facilmente por difusién pasiva, para
alcanzar idénticas concentraciones en ambos lados de la membrana. La biodisponibilidad
oral del farmaco es menor al 50%.

La Tabla 3 resume algunos otros pardmetros farmacocinéticos de la eritromicina [28].

Tabla 3. Parametros farmacocinéticos de la eritromicina

Parametro Valor
T max 4 h
C max 4.8 pg/mL
Volumen de distribucién 1.95 L/ kg

Distribucion
Se distribuye a través del cuerpo en la mayoria de los fluidos, células y tejidos incluyendo
préstata, pulmén, macréfagos, neutréfilos, glandula mamaria y liquido cefalorraquideo.

La penetracion de este farmaco a los tejidos de dificil acceso es debida a su gran
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liposolubilidad [29], de tal manera que la presencia en ellos esta influenciada por su union
a proteinas plasmaticas que va de 73% a 81%, y por la velocidad con que disminuye su

concentracion en plasma.

Metabolismo
El metabolismo de la eritromicina ocurre principalmente en el higado y generalmente se
lleva a cabo mediante alguna de las reacciones mencionadas a continuacion:
= N-desmetilacion
= O-desmetilacion
El principal metabolito generado mediante dichas reacciones de metabolismo es la N-

desmtetil eritromicina [28].

Eliminacion

Primariamente es excretada por la bilis sin modificaciones, s6lo del 2% al 5% es excretada
por orina. La vida media de la Eritromicina es de 60 a 90 minutos en perros y gatos, 70 a
80 minutos en potrillos y yeguas y 200 minutos en vacas.

El tiempo de restriccion para la industrializacion o consumo de leche es de cinco dias para

bovinos (10 ordefias), y para industrializacion o consumo de carne: 14 dias.

2.2.1.2 Farmacodinamia de la eritromicina
Es un antibidtico bacteriostatico perteneciente al grupo de los macrolidos, de amplio
espectro y activo sobre todo frente a bacterias gram positivas, y algunas gram negativas,

actinomicetos, micoplasmas, clamidias, rickettsias y algunas micobacterias.
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Es muy eficaz contra ciertos microorganismos, principalmente Staphylococcus aureus
Coagulasa Positivo en la mastitis bovina, en infecciones por Rhodococcus equi en el
potrillo y en pleuroneumonia fibrinosa por Pasteurella en los terneros.

El mecanismo de accion de este farmaco consiste en la inhibicion de la sintesis de
proteinas bacterianas al unirse a las subunidades ribosémicas 50S, dicha unién inhibe la
actividad de la enzima peptidil transferasa e interfiere con la translocacion de aminoécidos
durante la traduccion y el ensamblaje de proteinas.

La eritromicina puede ser bacteriostatica o bactericida dependiendo del organismo y la
concentracion del farmaco.

Las reacciones adversas son en general leves, las mas comunes son alteraciones digestivas,
como dolor y calambres abdominales, nauseas, vomitos, diarrea, estomatitis, hiperacidez
gastrica y anorexia ademas de reacciones dermatoldgicas entre las que destacan las

erupciones cutaneas y urticaria [31].

2.2.2 Claritromicina

Este farmaco presenta en su estructura un anillo lactonico de 14 miembros. Pertenece a
los macrolidos de segunda generacion y tiene como principales ventajas frente a la
eritromicina que genera menos efectos adversos ademas de significativas mejoras en los
parametros farmacocinéticos.

Su nombre IUPAC es (3R,4S,5S,6R,7R,9R,11R,12R,13S,14R)-6-{[(2S,3R,4S,6R)-4-
(dimetilamino)-3-hidroxi-6-metiloxano-2-il]Joxi}-14-etil-12,13-dihidroxi-4-
{[(2R,4R,5S,6S)-5-hidroxi-4-metoxi-4,6-dimetiloxan-2-ilJoxi}-7-metoxi-3,5,7,9,11,13-

hexametil-1-oxaciclotetradecano-2,10-diona.
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Este farmaco es derivado de la eritromicina y sus estructuras difieren Gnicamente por la
metilacion del grupo hidroxilo ubicado en la posicion 6 dentro del ciclo de la lactona, lo
cual contribuye a incrementar la efectividad del medicamento.

La Tabla 4 resume algunas de las principales propiedades fisicoquimicas de la
claritromicina [32].

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de la claritromicina

Propiedad Valor
Solubilidad e 1.69 mg/L en aguaa 25°C
fici L o 316
Coeficiente de pgrtluon e LogP >0.5, el compuesto tiende a ser
Log P (octanol:agua) lipofilico

e Soluciones estables a pH entre 7 — 8

Estabilidad e A pH 4cido se hidroliza

3.41

3 o

1
H;C, OH_-CHs

Grupos ionizables
pKa HyC—

HsC CH,
Punto de fusién 220 - 222 °C
Absorcion UV Amax= 265 nm

2.2.2.1 Farmacocinética de la claritromicina
La claritromicina estd formada por un solo componente, sin embargo su principal

metabolito, el 14-hidroxiclaritromicina es también activo frente a algunas bacterias.
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Absorcion

La absorcién de este farmaco es rapida y su biodisponibilidad oral es entre 52 - 55%
producto de una absorcion incompleta del farmaco. Dicha biodisponibilidad puede
disminuir si el farmaco se ingiere con alimentos o si se administra en conjunto con un
antidcido. Comdnmente este farmaco es administrado por via oral en las vacas, en dosis
bajas de 10 mg/kg de peso del animal cada 12 horas cuando se encuentran en tratamiento
de enfermedades infecciosas. La claritromicina comparte el mismo mecanismo de paso a
través de membrana que otros macrdlidos, lo cual es generalmente mediante difusion
pasiva debido a su alta lipofilicidad [33].

La biodisponibilidad oral del farmaco es 55%. La Tabla 5 muestra algunos otros

pardmetros farmacocinéticos de la claritromicina [33].

Tabla 5. Parametros farmacocinéticos de la claritromicina

Parametro Valor
T max 2h
C max 2.12 pg/mL
Volumen de distribucién 1.3 L/ kg

Distribucion

Es muy amplia, el farmaco muestra una elevada penetracion intracelular pero también
tiende a presentarse en la saliva y los tejidos pulmonares. Como resultado, la
concentracion en los tejidos es mas elevada que la plasmatica. Sin embargo, la penetracion
en el sistema nervioso central es pequefia. Su union a proteinas va a depender de la

cantidad en la que se encuentre la claritromicina, la union del farmaco a proteinas tiene
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un valor de entre 42 y 72 %, por lo que tiende a acumularse en tejido muscular cuando es
administrado en alta concentracién o durante periodos prolongados.

Metabolismo

Se lleva a cabo principalmente en el higado mediante reacciones de hidroxilacion y N-
desmetilacion oxidativa, el principal metabolito generado mediante las reacciones de
biotransformacion es la 14-hidroxiclaritromicina.

Eliminacion

El farmaco que no se metaboliza es eliminado sobre todo por la orina en mas del 75% de
la dosis y su tiempo de vida media es de hasta 72 horas.

2.2.2.2 Farmacodinamia de la claritromicina

Es indicado principalmente para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias tanto
gram positivas como gram negativas. Este farmaco se emplea para el tratamiento de
enfermedades del tracto respiratorio [33].

La claritromcina presenta el mismo mecanismo de accién general que los macrolidos. Su
efecto es generalmente bactericida, independientemente del organismo y la concentracion
del farmaco. Su larga vida media, que permite una dosificacion diaria y una duracién de
administracion mas corta, es una propiedad distinta de otros macrélidos.

La gran mayoria de los efectos adversos son de severidad leve o moderada, y reversibles
al suspender el farmaco. Evidencias limitadas obtenidas de estudios clinicos comparativos
sugieren que la frecuencia de efectos adversos con claritromicina es menor a la de
eritromicina.

2.2.3 Tilosina

La tilosina es un antiobidtico macrolido de uso veterinario bacteriostatico a dosis usuales

y bactericida a dosis altas. Es principalmente activo contra las bacterias gram positivas.
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Su nombre de acuerdo a la farmacopea europea es (4R,5S,6S,7R,9R,11E,13E,15R,16R)-
15-[[(6-deoxi-2,3-di-O-methil-p-D-alopiranosil)oxi]metil]-6-[[3,6-dideoxi-4-O-(2,6-
dideoxi-3-C-metil-a-L-ribo-hexapiranosil)-3-(dimetilamino)-p-glucopirnosil]oxi]-16-
etil-4-hidroxi-5,9,13-trimetil-7-(2-oxoetil)oxaciclohexadeca-11, 13-dieno-2,10-diona.
Este farmaco presenta en su estructura diversos grupos funcionales, que de acuerdo a los
valores de pH en el que se encuentren, pueden poseer diversas cargas, posee cuatro
distintos fragmentos estructurales: micinosa, micaminosa, micarosa, y tilonolida, los

cuales se ilustran en la Figura 5 [34].

CHy

HO
o} OH
OCH,4 CH,
OCH, c it
3
N OH
micaminosa

micinosa CH,

tilonolide .
micarosa

Figura 5. Fragmentos estructurales de la tilosina A.

La micinosa, micaminosa y micarosa son derivados de azUcares, ya que son ciclos de 6
miembros donde uno de ellos es un atomo de oxigeno, cada una de ellas posee distintos

grupos funcionales, los cuales se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Grupos funcionales presentes en los fragmentos estructurales de la tilosina A

Fragmento Grupos funcionales

Micinosa e 2 grupos metoxilo

e 1 grupo hidroxilo

e 1 grupo metilo
Micaminosa e 1 grupo hidroxilo

e 1 grupo dimetilamino
e 1 grupo metilo
Micarosa e 2 grupos hidroxilo

e 2 grupos metilo
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El fragmento més polar de los tres es la micinosa, mientras que el fragmento de la
tilonolida, representa el aglicon de la tilosina, es decir, es el compuesto remanente sin
azlcares que queda tras reemplazar por un atomo de hidrégeno el grupo glicosilo de un
glucésido, que es un compuesto formado por un azlcar (micinosa, micaminosa Yy
micarosa) y un compuesto no glucido (tilonolida).

La Tabla 7 resume algunas de las principales propiedades fisicoquimicas del farmaco en
estudio [34].

Tabla 7. Propiedades fisicoquimicas de la Tilosina

Propiedad Valor

e 5mg/mL (agua, 25°C)
e Soluble en alcoholes de cadena corta,

Solubilidad esteres, cetonas, hidrcarburos clorados,
benceno, éter, acetona y cloroformo
Coeficiente de distribucion e pH6=149
Log D e pH7.4=302

e Soluciones estables a pH entre 4 — 9

e pH <4 = Formacion de tilmicosina por

Estabilidad hidrolisis &cida.

e pH > 9 =Degradacion polar del farmaco,
formacion de aldol de tilosina.

CH,

Grupos ionizables
pKa

128 - 132 °C

Punto de fusién

Absorcion UV Amax= 282 nm
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2.2.3.1 Farmacocinética de la tilosina

La tilosina consiste principalmente de tilosina A, aunque pueden estar presentes diferentes
cantidades de desmicosina (tilosina B), macrocina (tilosina C) y relomicina (tilosina D)
dependiendo de la fuente de manufactura , sin embargo la mayor parte de la actividad
bioldgica reside en la tilosina factor A.

Absorcion

La tilosina es usada en ganado porcino, ganado vacuno y aves de corral para el tratamiento
de infecciones. En terneros, la tilosina puede ser administrada via oral en la leche a una
concentracion de 40 mg kg y por via intramuscular a una concentracion dosis de 4-10
mgkg™.

La biodisponibilidad oral del farmaco depende de la sal que se utilice del mismo, para el
tartrato de tilosina es de 0.35, mientras que para el fosfato el valor de la biodisponibilidad
oral disminuye hasta 0.14, por lo que la principal via de administracion es la intramuscular
debido a la baja biodisponibilidad oral de la misma.

La Tabla 8 muestra algunos otros parametros farmacocinéticos de la tilosina [34].

Tabla 8. Parametros farmacocinéticos de la tilosina

Parametro Valor

T max 1.2h
C max 1.2 pg/mL

AUC (Area bajo la curva) 0.82
Volumen de distribucion 0.85 L/ kg
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Distribucion
Este farmaco se distribuye ampliamente en los tejidos, y las concentraciones son
aproximadamente iguales que en el plasma, o incluso mayores en algunos casos. Se
concentran en la bilis y la leche. Hasta el 75% de la dosis se une a las proteinas
plasmaticas, Y se unen a al-Glicoproteinas en lugar de a la albdmina.
Metabolismo
El metabolismo de la tilosina ocurre principalmente en el higado y generalmente se lleva
a cabo mediante alguna de las reacciones mencionadas a continuacion [34]:

* Reduccion

= O-desmetilacion en el fragmento de micinosa

= N-desmetilacion en el fragmento de micaminosa

= Una combinacion de reduccién y N-desmetilacion
Mediante dichas reacciones se generan metabolitos tales como Tilosina A, Tilosina D,
Tilosina C y Dihidrodesmicosina.
Eliminacion
La tilosina y sus metabolitos se excretan principalmente en heces y orina en la mayoria de
los animales. EI farmaco presenta un tiempo de vida media de 1 a 2.4 h en terneros y de
1.6 a 2.8 h en vacas.
Después de administrar la tilosina al ganado vacuno existe un periodo de espera de 14 dias
y en el caso del cerdo de 21 dias para que el farmaco sea eliminado. La tilosina se
concentra en la leche y persiste durante largo tiempo, por lo que no deberia administrarse
a animales en lactancia.
La tilosina no se debe administrar en gallinas de postura porque el huevo puede adquirir

concentracion alta del antibiotico, ademas de que las gallinas no se deben inyectar por via
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intramuscular tres dias antes de su sacrificio, ni 24 h si la sustancia se proporciona via
oral. Las vacas lactantes se deben retirar de la linea de ordefia durante 96 horas para evitar
el consumo de leche por el humano, ya que en la leche se excreta aproximadamente 1
mg/mL de tilosina. Los cerdos no se deben sacrificar en un lapso de 21 dias tras la
administracion del farmaco si se utiliza la via intramuscular y de cuatro dias si se utiliza

la via oral.

2.2.3.2 Farmacodinamia de la tilosina

El farmaco es bacteriostatico, aunque a concentracion elevada puede llegar a ser
bactericida. El espectro antibacteriano de la tilosina es esencialmente gram-positivo y es
también activo contra algunas bacterias gram-negativas, espiroquetas, algunas rickettsia y
clamidia.

Principalmente se utiliza en el tratamiento de infecciones respiratorias y digestivas del
ganado bovino y porcino y en cantidad sub terapéutica como promotor del crecimiento
para ganado bovino [34].

La tilosina actta al igual que todos los macrélidos mediante la unién a la subunidad
ribosomal 50 S, inhibiendo la translocacion de los péptidos y por lo tanto la sintesis de

proteinas, tal como lo muestra la Figura 6.

Cadena Sitio A
polipeptidica
naciente

Sitio P \

>< aa )\ Sitio
v transferasa

Macrélidos - &/‘:’7 &
0\ 2

Plantilla
mRNA

Figura 6. Mecanismo de accion de la tilosina
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Los efectos adversos no son muy comunes para la tilosina, Gnicamente pueden presentarse
hinchazén en el lugar de la aplicacién cuando es suministrada via parenteral y en pocas

ocasiones se han reportado casos de hipersensibilidad.

2.3 Efectos en el humano por la exposicion a residuos o a bacterias resistentes

La mayor preocupacion sobre la liberacion de los antibidticos en el medio ambiente esta
relacionada principalmente con el potencial para el desarrollo de resistencia bacteriana
[35]. En México se ha reportado un uso inadecuado de antibioticos por parte de médicos
veterinarios y productores, asi como la dispensacion inapropiada en farmacias veterinarias
privadas, ademas del uso de antibidticos en dosis bajas como promotores de crecimiento
en animales, lo cual incrementa el riesgo de desarrollo de resistencia bacteriana, por lo
que esta Ultima practica esta siendo objeto de fuertes criticas y presiones legales [35].
Los productos alimenticios que provienen de animales que hayan sido tratados con
antibidticos, ya sea en dosis sub terapéuticas como promotores de crecimiento, o para el
tratamiento de alguna enfermedad, pueden presentar baja concentracién remanente de
dichos farmacos, que se incorporan a los organismos consumidores a travées de la cadena
alimentaria, y que por el consumo prolongado en cantidad sub terapéutica fomenta la
aparicion de bacterias resistentes en el hombre [36].

El desarrollo de bacterias resistentes ocurre ademas por el consumo continuo de
antibioticos aun en baja concentracion que pueden llegar al ser humano a través de los
productos de ingesta diaria.

La resistencia bacteriana a los antibioticos macrolidos ocurre por alteracion del receptor
ribosomal lo cual dificulta la entrada del antibiotico a la célula bacteriana, siendo muy

comun la resistencia cruzada entre los antibioticos de este grupo. En los seres humanos se
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han reportado interacciones farmacoldgicas relevantes entre algunos antibioticos
macrolidos, estos implican la formacidén de complejos estables con algunas enzimas lo
cual puede resultar en una disminucion de las tasas de biotransformacion de farmacos
coadministrados [37].

Ademas de la aparicion de cepas de microorganismos resistentes, otro de los efectos
adversos que conlleva la ingesta de productos animales con residuos de farmacos es la
aparicion de reacciones alérgicas, existen reportes de algunos antibioticos que pueden
desencadenar reacciones alérgicas o causar hipersensibilidad en personas sensibles, ain
cuando son ingeridos en baja cantidad [38].

El consumo prolongado de farmacos en baja concentracion, por medio de residuos de los
mismos, modifica la composicion de las bacterias presentes en la flora intestinal, y por
consecuencia las reacciones de metabolismo que ocurren a este nivel por parte de las
bacterias, generando por lo tanto, un impacto negativo en la salud humana [38].

Por todo lo anterior, actualmente existen instituciones internacionales que han establecido
limites maximos de residuos de farmacos en distintas matrices de origen animal, dentro
de dichas instituciones destaca la comision del cddex alimentarius, la cual se encarga de
proteger la salud de los consumidores, y promover la aplicacion de reglas acordadas por
distintas instituciones [38], nuestro pais ha adoptado las medidas tomadas por .los
organismos internacionales para la evaluacion de la calidad alimentaria de este tipo de
productos.

Para residuos de los macrolidos de interés de este estudio, es decir la eritromicina,
claritromicina y la tilosina se han establecido limites maximos de residuos en diversos

productos de origen animal, dichos limites se resumen en la Tabla 9 [40].
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Tabla 9. Limites maximos de residuos de macrélidos en alimentos

, . Limite maximo de residuo
Farmaco Matriz
(mg/kg)

Musculo bovino 0.1

Eritromicina Leche 0.05

Huevo de gallina 0.05

Claritromicina Musculo bovino 0.1

Musculo bovino 0.2

Tilosina Leche 0.2

Huevo de gallina 0.05

2.4 Evaluacion de la calidad alimentaria

Dada la problemética que representa la presencia de residuos de contaminantes en
productos alimenticios, es necesario el desarrollo de métodos que permitan la evaluacion
y el aseguramiento de la inocuidad de los alimentos, para lo que se debe determinar el
nivel de sustancias especificas que pueden estar presentes en dichas matrices. Para llevar
a cabo esta determinacion se deben desarrollar métodos analiticos que sean capaces de
detectar este tipo de sustancias en concentraciones del orden de mg/kg o pg/kg en matrices
de alta complejidad.

Para realizar la determinacion de residuos es necesario llevar a cabo un proceso de
extraccion cuantitativa del analito, asi como llevar a cabo la purificacion del mismo antes
de proceder a su deteccién y cuantificacion.

Para la seleccion adecuada de un método analitico se deben considerar todas las etapas
implicadas. Dentro de las cuales se encuentra la purificacion, que tiene como principal
objetivo la eliminacion de interferencias, asi como la pre-concentracion del analito, entre
los métodos maés utilizados para este fin, se encuentra la extraccion en fase solida, la cual

se describe en el apartado siguiente.
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2.5 Extraccion en fase solida

La extraccion en fase solida (SPE) por sus siglas en inglés, es una de las técnicas mas
atractivas para llevar a cabo el proceso de purificacion y pre-concentracion de muestras
provenientes de matrices complejas, tal es el caso de las muestras alimenticias.
Basicamente, esta técnica consiste en hacer pasar una muestra liquida por un cartucho que
contiene un material adsorbente que extrae al analito de interés, eliminando asi los
interferentes y pre concentrando la molécula que se desea analizar. Esta técnica presenta
como principales ventajas la disminucion en el tiempo de analisis asi como en la cantidad
de solvente utilizado durante el proceso.

En SPE se utilizan cartuchos generalmente de plastico, que contienen entre 100 y 500 mg
de material adsorbente, el cual debe cumplir con las siguientes caracteristicas [41]:

e Elevada area superficial. Mediante este parametro se incrementa la interaccion
entre el adsorbato y el adsorbente.

e Adsorcion reversible. Es importante que el analito sea facilmente extraido del
adsorbente una vez que se retenga en el mismo utilizando una minima cantidad de
disolvente.

e Baja lixiviacion de impurezas. Las impurezas pueden interferir en el proceso de
cuantificacion de la molécula de estudio.

Algunos materiales poliméricos entre los que se encuentra en polietilen tereftalato (PET),
cumplen con las caracteristicas antes mencionadas, por lo que pueden ser empleados en
la fabricacion de cartuchos de extraccion en fase solida con caracteristicas dependientes
de la naturaleza del material polimérico, dentro de este grupo destacan los materiales

molecularmente impresos, los cuales son descritos mas adelante en la seccion 2.7.
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2.6 Polietilen tereftalato (PET) y su acumulacion en el ambiente
Dentro de la familia de los polimeros se encuentra el polietilen tereftalato (PET), cuya
estructura se muestra en la Figura 7 que es una resina que se forma mediante la

combinacion de etilenglicol y cido tereftalico.
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Figura 7. Estructura quimica del polietilentereftalato (PET)

Este material es uno de los mas ampliamente utilizados, principalmente en la elaboracion
de contenedores de bebidas, actualmente su consumo mundial se estima en 200 billones
de botellas anualmente a nivel mundial [42].
Algunas de las propiedades de este material, que lo posicionan como el més importante
en la fabricacion de contenedores, se enlistan a continuacion [43]:

e Actla como una excelente barrera contra el agua.

e Posee una elevada estabilidad mecénica.

o Puede ser termoformado en distintas formas.

e Es quimicamente inerte, lo que lo hace adecuado para el empaque de alimentos.

e Es aislante eléctrico por lo que puede ser utilizado en la industria eléctrica y

electrénica.

La resistencia del PET a ser degradado debido a su estabilidad quimica ocasiona gran
cantidad de residuos y materiales de eliminacion que traen consigo graves problemas
ambientales. El aumento de la concientizacion por la contaminacion ambiental en nuestro
planeta es la causa principal del reciclado/reutilizacion de los residuos de dicho polimero

[43].
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Este material puede ser completamente reciclado, por lo que hoy en dia, dicho proceso
estd enfrentando nuevos retos para encontrar un camino mas sostenible y econémico para
este fin, el reto consiste en la obtencidn de procesos de optimizacion para incrementar su
conversion a unidades monomericas, reducir el tiempo de reaccion, desarrollo de procesos
utilizando alternativas amigables con el ambiente, etc.

Siendo estas practicas importantes en la contribucion a la recuperacion de materias primas
y la conservacion de la energia. El reciclaje terciario (quimico) de residuos de PET y su
conversion a productos de mayor valor son de gran interés, ya que es el polimero mas
reciclable [44-45].

Dentro del reciclaje quimico, el cual se enfoca en la modificacién de la funcionalidad de
los polimeros, destaca la metodologia de impresion molecular, la cual permite la obtencion
de materiales altamente selectivos hacia un determinado analito plantilla, dicha

metodologia se describe en el apartado siguiente.

2.7 Polimeros molecularmente impresos

La tecnologia de impresion molecular ofrece la posibilidad de sintetizar materiales que
sean capaces de reconocer especificamente a un analito plantilla tanto en forma como en
tamafo y funcionalidad quimica. Esto se logra mediante la incorporacion de un analito
plantilla en el proceso de sintesis del material, el cual es extraido de la matriz polimérica
una vez que la sintesis ha sido concluida, dando lugar a una impresion tridimensional de
si mismo en la estructura polimérica, que permite alcanzar altos niveles de selectividad en
la extraccion de dicho analito.

Generalmente existen interacciones intramoleculares como puentes de hidrogeno y

dipolo-dipolo que se dan entre la molécula plantilla y los grupos funcionales presentes en
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el polimero matriz, dichas interacciones son las responsables de que tenga lugar el
fendmeno de reconocimiento molecular [46].

La impresidbn molecular es una herramienta poderosa en la sintesis de materiales
especificos para la adsorcién de una molécula determinada, lo que les confiere la
capacidad de ser implementados en diversas técnicas, otorgandoles caracteristicas unicas,
siendo estos capaces de reconocer especificamente la molécula plantilla o anélogos del
mismo Yy concentrar especificamente trazas de compuestos como pesticidas, farmacos de
uso humano y animal o toxinas ambientales de matrices complejas.

Aunado al ya mencionado reconocimiento molecular hacia una plantilla especifica, los
polimeros molecularmente impresos (MIPs) presentan ventajas adicionales sobre otros
materiales, tales como estabilidad mecéanica y quimica, relativa facilidad y bajo coste de
preparacion, lo que les ha permitido su incursion en el area de adsorbentes, membranas y
sensores.

Las caracteristicas de este tipo de materiales han sido aprovechadas principalmente para
incursionar en procesos de purificacién de muestras provenientes de matrices complejas,
tal es el caso de su implementacién como fase estacionaria en cartuchos de extraccion en
fase sélida (SPE), en la cual se han enfocado una gran cantidad de esfuerzos de
investigacion en los Gltimos afios. Este tipo de cartuchos molecularmente impresos han
demostrado obtener mejores resultados que los cartuchos convencionales como los
fabricados a partir de Cig, al obtener extractos mas limpios, ademas de que su alta
selectividad y estabilidad permiten realizar analisis mas rapidos, permitiendo la
eliminacion de algunas etapas de purificacion, por lo que la tecnologia de impresion
molecular se ha expandido hacia diferentes areas de la quimica durante los afios recientes

y se perfila para ser muy prometedora. Sin embargo uno de los principales problemas a
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los que se enfrenta su implementacion en este tipo de procesos reside en la lixiviacion del
analito plantilla de los MIPs, el cual puede ser solucionado durante el proceso de sintesis
mediante la extraccion completa de la molécula objetivo de la red polimérica o utilizando
un analogo de la misma durante el proceso de sintesis, por lo que el disefio adecuado de
este tipo de materiales es de suma importancia para su aplicacion final [47,48].

Durante el proceso de sintesis de MIPs, la polimerizacién ocurre colocando en un solvente
porogénico todos los componentes del polimero: el monémero funcional, la molécula
plantilla, el agente entrecruzante y el iniciador. Uno de los aspectos fundamentales durante
esta metodologia es la seleccion adecuada del monémero funcional, los mondmeros deben
ser capaces de interactuar con el analito plantilla mediante interacciones no covalentes,
tales como puentes de hidrdgeno, interacciones hidrofdbicas, e interacciones ionicas,
formado un complejo de pre polimerizacion estable, lo cual es el aspecto clave para que
se desarrolle el reconocimiento molecular de manera satisfactoria. Durante la
polimerizacion, el mondémero se posiciona espacialmente alrededor de la molécula
plantilla, y esa posicion es fijada mediante el proceso de entrecruzamiento. De esta manera
se obtiene un polimero que presenta cavidades tridimensionales que son complementarias
a la molécula plantilla. EI dltimo paso es la remocion de la plantilla, lo cual se logra
lavando el material con un solvente capaz de remover dicha molécula de la red polimérica,
generando asi sitios de adsorcion especificos que permiten que el MIP sea capaz de
reconocer y adsorber selectivamente a la plantilla.

La naturaleza de los sitios de adsorcion varia dependiendo de las interacciones que existan
entre el mondmero y la plantilla, las cuales fueron establecidas durante el proceso de

formacion del complejo de pre polimerizacion.
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De acuerdo al tipo de interacciones que existan entre el polimero y la plantilla, la
impresion molecular puede tomar dos enfoques: covalente y no covalente, cada uno de
ellos se describe a continuacion [49].

e Enfoque no covalente: Es la metodologia mas utilizada, en este tipo de impresién
molecular, existen interacciones debiles tales como dipolo-dipolo, Van der Waals o
puentes de hidrégeno. Su principal ventaja es la facil elucion del analito plantilla de la
matriz polimérica.

e Enfoque covalente: Se basa en la formacion de enlaces covalentes entre el monémero
y la plantilla, sin embargo durante la elucion es necesario romper dichos enlaces
generalmente disociando la plantilla, por lo que su uso es muy limitado.

Una de las principales caracteristicas de los MIPs es que son materiales altamente

entrecruzados, lo que los vuelve insolubles en los solventes organicos comunmente

utilizados, esta caracteristica genera complicaciones para poder caracterizar a los MIPs,
sin embargo, existen algunas técnicas que pueden ser utilizadas para caracterizarlos tanto
qguimica como morfolégicamente, entre las que destacan la resonancia magnética nuclear

(RMN) de estado solido, espectroscopia infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR),

microscopia electrénica de barrido (SEM) y porosimetria por inclusion de mercurio.

Los MIPs son generalmente caracterizados mediante el estudio del proceso de adsorcion

que experimentan con su molécula plantilla, por ejemplo, el analisis de Scatchard permite

la identificacion del nimero vy tipo de sitios activos que se encuentran presentes en la
superficie del adsorbente, el proceso adsorptivo puede ser también descrito mediante la
isoterma de adsorcion que presenta dicho sistema, los modelos mas utilizados para llevar

a cabo esta descripcion son Langmuir y Freundlich, sin embargo cominmente en
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necesario utilizar modelos combinados para lograr un ajuste adecuado de los datos

experimentales.

2.8 Antecedentes

La ganaderia es una de las actividades econdmicas mas importantes de México, ya que el
sector pecuario aporta aproximadamente dos quintas partes de los bienes alimentarios a
nivel nacional [50], dentro de este sector se encuentra el uso de farmacos macrdlidos para
el tratamiento de distintas enfermedades del ganado, los cuales pueden generar residuos
que llegan a estar presentes en productos alimenticios provenientes de dichos animales y
representan un riesgo para el consumidor, por lo que la actividad cientifica se ha enfocado
en el desarrollo de nuevas metodologias orientadas a la determinacion cuantitativa de
distintas moléculas entre las que destacan la eritromicina, claritromicina, y tilosina.
Dentro de las metodologias propuestas para el analisis de estos farmacos se encuentra la
reportada por Zhou et al. [51] en el afio 2000, quienes aplicaron electroforesis capilar de
zona acoplada con deteccién de voltametria reductiva, para la determinacion de
eritromicina, espiramicina y oleandomicina, utilizando como medio buffer de fosfatos.
Estudiaron el efecto de variables tales como pH, la concentracion de fosfato, el voltaje
aplicado y la longitud del capilar. Con los procesos optimizados tanto de separacion como
de deteccion, alcanzaron limites de deteccion de 7.5 x 10® M para espiramicina y de
3.0 x 107 M tanto para oleandomicina como para eritromicina. En todos los casos se
utilizoé pH 7.5, concentracion de fosfatos 0.2 M, un capilar de 80 cm de largo y 50 um de
diametro y el voltaje aplicado 12.5 kV. Estos investigadores reportaron que los pardmetros
estudiados afectan directamente al flujo electroosmotico y por lo tanto a la separacion de

los analitos.
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Una de las técnicas analiticas que ha destacado en la separacidn y andlisis de este tipo de
compuestos es la cromatografia de liquidos de alta resolucion, diversos autores han
reportado su implementacion en este tipo de aplicaciones tal como Juhel et al. (1999) [52],
quienes reportan en su trabajo el desarrollo de un método cromatografico para la
separacion de tilmicosina, tilosina, espiromicina y neoespiramicina provenientes de
muestras de muasculo de porcino. Las muestras fueron fortificadas con 200 mL de una
disolucién con, 0.5 pg/mL de tilmicosina, 1 pg/mL de tilosina, y 2 pg/mL de espiramicina
y neoespiramicina, posteriormente fueron tratadas mediante extraccion por solventes con
acetonitrilo e isooctano, y se purificaron mediante extraccion en fase sélida utilizando un
cartucho Cig. Obtuvieron valores de recuperacion de entre 42.5 y 63.5% para distintos
farmacos, estos resultados los atribuyeron a que el método no es selectivo, sino aplicable
para multiples residuos. Para el analisis cromatografico en cada uno de los analitos se
utilizaron distintos gradientes de fase madvil de acetonitrilo y acido trifluoroacético como
solventes, con detector UV-Vis a 278 nm obteniendo limites de deteccion de 15 pg/kg
para tilosina y tilmicosina, 30 ug/kg para espiramicina y de 25 pg/kg para
neoespiramicina.

Recientemente se ha continuado con el uso de esta técnica, en el 2014 Dickson et al. [53]
Ilevaron a cabo la determinacion de macrdélidos presentes en productos marinos tales como
salmon, tilapia y camardn; las cuales fueron fortificadas con niveles de 5 a 50 pg/kg de
farmacos totales. La extraccion de los analitos de las muestras de tejidos se llevo a cabo
mediante multiples extracciones con solventes utilizando acetonitrilo, buffer de fosfatos,
metanol y agua. Obtuvieron resultados de recuperacion entre 60 y 90% para todas las
matrices, estos resultados los atribuyeron a la nula selectividad del proceso de

purificacion. Optimizaron los parametros cromatograficos para la cuantificacion de los
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diversos farmacos, y bajo las condiciones Optimas obtuvieron limites de deteccion y
cuantificacion de macrolidos de 0.5 y 3 ug/kg para todas las matrices.

Freitas et al. (2014) [54] desarrollaron un método cromatografico para la deteccion
simultanea de mdltiples antibidticos en tejido de higado utilizando cromatografia de
liquidos de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (UHPLC-MS) para
la determinacion de 39 antibioticos. Las muestras fueron fortificadas con 100 pg/kg de
cada uno de los farmacos individualmente. En este estudio reportan recuperaciones entre
80y 110% para todos los antibidticos y desviacion estandar relativa menor a 22% en todos
los casos. Previo a la deteccion, los analitos fueron extraidos de las muestras utilizando
acetonitrilo, EDTA y n-hexano.

Uno de los trabajos mas recientes es el reportado por Garcia-Mayor (2017) [55] donde se
presenta la sintesis de dos materiales molecularmente impresos utilizando espiramicina
como molécula plantilla, acido acrilico como mondémero funcional,
etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) como agente entrecruzante y AIBN como iniciador
de polimerizacion, en este trabajo se detalla ademas la aplicacion de este material como
adsorbente de espiramicina, obteniendo que el fendmeno de adsorcion es descrito
adecuadamente por el modelo de bi-Langmuir, ademas se utilizé el MIP como adsorbente
para SPE para el andlisis de dichos farmacos de muestras de leche obteniendo porcentajes
de recuperacion de 91 — 99% en tres diferentes niveles de fortificacion (48.3, 482.6 y
965.2 ug/Kg). Después de optimizar el proceso de extraccion, el material resulto selectivo
hacia el analito plantilla en presencia de cuatro farmacos macroélidos como interferentes
manteniendo el nivel recuperacién obtenido en los ensayos individuales, por lo que se

corrobord la capacidad del material de reconocer al analito con el que fue sintetizado.
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Como se observé anteriormente, una de las principales etapas implicadas en la
determinacion de residuos de macrolidos para lograr una adecuada cuantificacion del
analito es el pretratamiento de la muestra, para lo cual el método mas utilizado es la
extraccion por solventes seguido de extraccion en fase sélida (SPE) para la purificacion.
Dentro de este campo existen multiples trabajos que se han enfocado en el desarrollo de
nuevos materiales capaces de actuar como adsorbentes para SPE, tal es el caso de McClure
y Wong (2007) [56] quienes optimizaron un método de SPE para la extraccion de
maultiples antibidticos (sulfonamidas, macrélidos y trimetroprima) de agua residual.
Utilizaron distintos tipos de cartuchos, obteniendo mejores resultados al utilizar
adsorbentes polares (resina carbowax templada (CW/TPR) vy fibras de
polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB)), ya que éstos presentan mayor
afinidad hacia los analitos de interés, el tiempo de microextraccién seleccionado fue 30
min para la adsorcion y 5 min para desorcion a pH 7. El adsorbente no mostro selectividad
hacia un analito particular sino que es aplicable para la determinacion simultanea de cuatro
antibioticos.

Recientemente se han aplicado los polimeros molecularmente impresos como adsorbentes
en SPE, con la finalidad de aprovechar las propiedades de este tipo de materiales. La
principal ventaja que ofrece el uso de los MIPs en este campo es el marcado incremento
en la selectividad de las extracciones, ya que el adsorbente retiene en mucho mayor
medida al analito plantilla que al resto de las moléculas presentes en las muestras,
permitiendo asi la extraccion de extractos mas limpios, lo cual facilita en gran medida la
posterior cuantificacion de los analitos de interés [21].

Zhang et al. [48] en el afio 2011 sintetizaron un adsorbente basado en nanotubos de

carbono y acido metaacrilico molecularmente impreso, utilizaron azobisisobutironitrilo
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(AIBN) como iniciador, etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) como entrecruzante y
eritromicina como molécula plantilla. EI adsorbente molecularmente impreso mostro
mayor afinidad hacia la eritromicina en comparacion con roxitromicina y espiramicina,
esto debido a la formacion de complejos entre el polimero y la plantilla. La capacidad
maxima de adsorcion que presentaron fue alrededor de 70 mg/g. Ademas, al utilizar este
adsorbente para la extraccion de analitos provenientes de muestras de musculo de pollo
reportaron recuperacion de eritromicina de 100% utilizando una mezcla etanol:agua
(80:20) como eluente. EI material resultd selectivo a eritromicina en presencia de
roxitromicina y espiramicina obteniendo coeficiente de selectividad de 2.90 y factor de
impresion de 3.08, por lo que el material es aplicable como adsorbente para la separacion
de macrolidos.

Los MIPs han sido utilizados para la extraccion de analitos de matrices complejas como
los tejidos animales. Song et al. (2016) [57] sintetizaron un adsorbente molecularmente
impreso utilizando acido metaacrilico como mondémero, EGDMA como entrecruzante y
tilosina como molécula plantilla para la extraccion simultanea de diez macrdlidos de
musculo bovino. Mediante este método lograron eliminar las interferencias presentadas
por moléculas presentes en las muestras, tales como hormonas y residuos de otro tipo de
farmacos, esto debido al reconocimiento molecular desarrollado durante el proceso de
impresion. Obtuvieron resultados de recuperacion entre 60 y 80% para los diez farmacos
macrolidos analizados en tres distintos niveles de fortificacion (1, 5 y 10 pg/kg), dicha
recuperacion fue mayor que las reportadas para adsorbentes comerciales como Cig, N-
vinilpirrolidona-divinilbenceno (HLB) y silica funcionalizada con acido bencensulfonico
(SCX). Determinaron que el uso de una sola molécula en la sintesis del material impreso

disminuye la recuperacion de las moléculas analogas a la plantilla, ya que los sitios
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impresos generados no estan estructurados especificamente para el reconocimiento de los
farmacos analogos.

En un reporte del afio 2015 por Zhou et al. [58] se presenta la sintesis e implementacion
de un polimero magnético molecularmente impreso como adsorbente para MSPE para la
separacion de eritromicina de muestras de productos animales. Sintetizaron un MIP a
partir de 6xido de hierro como soporte y acido metaacrilico como mondmero utilizando
eritromicina como molécula plantilla. Identificaron dos tipos de sitios de distinta afinidad
en la superficie del adsorbente obteniendo una capacidad maxima de adsorcion de 94.1
mg/g para los sitios impresos. La recuperacion oscilo entre 73 y 89% para todas las
matrices.

Otra alternativa que también ha sido utilizada para la extraccion de farmacos de origen
animal de distintas matrices ha sido la implementacion de polimeros impresos utilizando
multiplantillas, tal como lo reportan Jing et al. [59] en el 2010 reportaron el uso de un
polimero multiimpreso para la determinacion de tetraciclinas utilizando cuatro moléculas
plantilla (tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina) para el desarrollo de
un material multi impreso capaz de reconocer selectivamente a estas cuatro moléculas
presentes en langostas, miel y leche. Obtuvieron factores de impresion mayores a 7 para
oxitetraciclina, clortetraciclina y dixiciclina, asi como porcentajes de recuperacién
mayores a 80 para todos los farmacos. Estos investigadores reportaron que el uso de
polimeros multi impresos mejora la selectividad y reconocimiento hacia el grupo de las
tetraciclinas en comparacion con aquellos polimeros que han sido impresos utilizando
unicamente una molécula plantilla.

De la misma manera Feng et al. [60] quienes en el afio 2016 utilizaron oxitetraciclina,

clortetraciclina y doxiciclina como moléculas plantilla, para la SPE selectiva de

35



tetraciclinas, de 42 muestras de leche comercialmente disponibles. Encontraron que el uso
de este material como adsorbente arroja resultados comparables a los obtenidos mediante
adsorbentes comerciales, por lo que la implementacion del polimero impreso como parte
del proceso de purificacién de muestras permitié el desarrollo de un método sensible,
selectivo y preciso para la determinacion de tetraciclinas de productos de origen animal,
obteniendo resultados de recuperacion mayores al 85% para cada una de las tetraciclinas
de interés. Cabe destacar que no se encontraron concentraciones de tetraciclinas mayores
a las establecidas en las regulaciones internacionales para ninguna de las 42 muestras de
leche.

He et al. [61], en el afio 2015 reportan la sintesis de microesferas molecularmente impresas
a partir de acido acrilico utilizando como plantillas seis pesticidas organofosforados, en
estos polimeros destaca el acoplamiento de MIPs a materiales con acceso restringido,
dicha metodologia les permitié obtener limites de deteccion de 0.0005 pg/mL. Las
microesferas fueron evaluadas como adosrbente en SPE para la extraccién de los seis
pesticidas de miel, el uso de este tipo de materiales les permitio eliminar completamente
el proceso de pre tratamiento de la muestra, la cual solamente se hizo pasar por el cartucho
de SPE cargado con el polimero obteniendo recuperacion mayor al 96% para todos los
analitos.

Ademas de la presencia de macrélidos en los productos carnicos, estos han sido reportados
en derivados de origen animal, por lo que el desarrollo de métodos para su cuantificacion
debe considerar como matrices a este tipo de productos, tal y como lo hicieron Song et al.
[62] en el afio 2014, quienes sintetizaron un MIP y lo acoplaron a un detector
electroquimico para la identificacion y cuantificacion de eritromicina en miel. EI material

fue selectivo al analito plantilla y el sensor desarrollado presentd como principal ventaja
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la eliminacion del pretratamiento de la muestra para la extraccion y posterior
cuantificacion de los analitos. Obtuvieron limites de deteccion de 1.9 x 108 M de
eritromicina. Ademas, este sensor fue capaz de detectar selectivamente eritromicina en

productos lacteos.

2.9 Analisis critico

Tal como se aprecia en la seccién anterior, la identificacion de macrolidos en productos
destinados a consumo humano ha sido un tema de interés, ya que se busca garantizar la
calidad de los alimentos, tanto para la seguridad del consumidor como la del productor.
En la basqueda de asegurar la calidad alimentaria, los métodos que han sido desarrollados
para la determinacion de este tipo de moléculas, destaca principalmente la cromatografia
de liquidos de alta resolucion, con distintos detectores tales como UV-Vis o
espectrometria de masas [52-56], sin embargo, dada la complejidad de las matrices de
origen animal, el proceso de pretratamiento de la muestra para la extraccion de las
moléculas de interés es uno de los puntos criticos para esta metodologia, la extraccion con
solventes se encuentra entre las mas comdnmente utilizadas para este fin. Sin embargo,
presenta como principal desventaja el uso excesivo de solventes en cuanto a volumen
(100-1000 mL), asi como mezclas de estos, durante periodos de tiempo prolongados, lo
cual representa una problematica ambiental.

Dentro del proceso de purificacion, la SPE se presenta como una alternativa para disminuir
la cantidad de solvente necesario para llevar a cabo la extraccion [52-62]. Uno de los
parametros a tener en cuenta en esta técnica, es la escasa selectividad mostrada por los
adsorbentes comerciales comunmente utilizados, lo cual ocasiona disminucion en la

recuperacion que se alcanza para un analito en especifico, obteniéndose valores entre
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40-80% lo que dificulta la posterior cuantificacion de los analitos, y limita su uso a
matrices donde se busque la determinacion simultanea de farmacos [56].

La selectividad ha sido incrementada al utilizar polimeros molecularmente impresos y
aprovechar las caracteristicas de este tipo de materiales, lo cual los convierte en
adsorbentes eficaces para la separacion de un determinado analito en una matriz compleja;
sin embargo, la determinacién de un solo analito en matrices de origen animal es de menor
interés comparada con la cuantificacion simultdnea de un grupo de moléculas con
caracteristicas similares, lo que podria reducir el tiempo de analisis y por lo tanto, los
costos del mismo. Los polimeros impresos utilizando multiples moléculas como plantilla
o utilizando una plantilla modelo, son capaces de alcanzar esta meta [59-61], ya que
favorecen el reconocimiento de un determinado grupo de analitos.

Hasta el momento, la mayor parte de los trabajos se han enfocado en la extraccion y
cuantificacion de macrolidos de productos carnicos, sin embargo existen pocas referencias
de la implementacion de MIPs en otro tipo de productos alimenticios tales como huevo o
leche, los cuales son ampliamente consumidos por los seres humanos, por lo que la
presencia de residuos de macrdélidos en este tipo de matrices también podria representar
un riesgo para la salud de los consumidores.

Debido a lo expuesto anteriormente, en este trabajo se sintetizd6 un material
molecularmente impreso a partir de polietilentereftalato (PET) utilizando tilosina,
eritromicina y claritromicina como moleculas plantilla, por otro lado se llevé a cabo la
optimizacion del proceso de extraccion selectiva de farmacos macrolidos de productos de

origen animal utilizando el MIP como adsorbente.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

El PET como soporte modificado con &cido acrilico como matriz de impresion,
molecularmente impreso con tilosina, eritromicinay claritromicina como plantillas, extrae
selectivamente dichos farmacos de productos de origen animal, con recuperacién mayor

a 80 % al utilizarlo como adsorbente para SPE.

3.2 Objetivo general

Sintetizar PET-g-AA molecularmente impreso con tilosina, eritromicina y claritromicina
como plantillas, a partir de PET reciclado como soporte modificado con acido acrilico
como matriz de impresion e implementarlo como adsorbente para la extraccion en fase

solida de los farmacos plantilla de productos de origen animal.

3.3 Objetivos especificos
Caracterizar el PET grado botella que se utilizara para la sintesis mediante FTIR, DSC y
TGA.

Degradar PET grado botella mediante glicdlisis.
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Injertar PET grado botella de desecho con &cido metaacrilico (AMA) en medio
heterogéneo y medio homogéneo.

Imprimir molecularmente PET-g-AA con tilosina, eritromicina y claritromicina, cada una
por separado, como moléculas plantilla (monoplantilla).

Determinar las capacidades de adsorcion de cada uno de los farmacos impresos con cada
uno de los farmacos de estudio (monplantilla).

Caracterizar el polimero impreso mediante FTIR, DSC, TGA, SEM y RMN.

Determinar la capacidad maxima de adsorcién de eritromicina, claritromicina y tilosina
por el PET-g-AA mediante isotermas de adsorcién.

Evaluar la selectividad del adsorbente hacia los macrolidos en presencia de distintos
antibioticos de uso pecuario.

Implementar el MIP como adsorbente en un cartucho de extraccion en fase solida.
Optimizar mediante un disefio de experimentos central compuesto los pardmetros del
proceso de extraccion en fase sélida (tiempo de adsorcién, volumen de muestra, pH y
composicion de eluente).

Determinar los porcentajes maximos de recuperacion para productos derivados de origen

animal (leche, huevo, carne) mediante HPLC-UV.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Equipos y reactivos

4.1.1 Equipos

Espectrofotdmetro FTIR marca Perkin ElImer modelo Spectrum one
Espectrofotometro UV-VIS marca GBC modelo CINTRA

Calorimetro diferencial de barrido marca Netzsch DSC 204F1 modelo Phoenix
Analizador térmico marca Netzsch TG 209F1 modelo Iris

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion con detector UV-VIS

Microscopio electronico de barrido marca JEOL modelo JSM-6701F
Porosimetro de inclusién de mercurio marca Quantachrome modelo PoreMaster

Agitador hidrodinamico

4.1.2 Reactivos
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e PET reciclado (<60 pum)
e Acido acrilico (99% de pureza, marca Sigma Aldrich)
e Persulfato de amonio (99% de pureza, marca Merck)

e N,N’-metilenbisacrilamida (99% de pureza, marca Sigma Aldrich)



e Perdxido de benzoilo (% de pureza, marca Sigma Aldrich)

e Acetona (grado reactivo, marca Merck)

e Etanol (Merck)

e Hidroxido de sodio (99% de pureza, marca Merck)

e Tilosina (Estandar de referencia de farmacopea europea, 99.99% de pureza
marca Sigma Aldrich)

e Eritromicina (Estandar de referencia de farmacopea europea, 99.99% de
pureza marca Sigma Aldrich)

e Claritromicina (Estandar de referencia de farmacopea europea, 99.99% de
pureza marca Sigma Aldrich)

e Etilenglicol (99% de pureza, marca Sigma Aldrich)

e Musculo bovino

e Leche

e Huevo de gallina

4.2 Parte experimental
4.2.1 Degradacion de PET con etilenglicol
El proceso de degradacion de PET se llevo a cabo mediante glicdlisis utilizando

trietilenglicol como agente nucledfilo bajo la reaccion mostrada en la Figura 8.
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Figura 8. Reaccidn de glicélisis de PET con trietilenglicol

Se colocaron 4 g de PET (0.02 moles) en un matraz bola de fondo plano y se afiadieron
0.4 g de estearato de zinc (6.3 x 10" moles) como catalizador, la reaccion se mantuvo en
reflujo a 170°C, se evaluaron distintos tiempos de degradacion entre 30 y 180 min.
Posterior al proceso de degradacion, el material fue lavado con agua destilada y se evalud

su solubilidad en tetrahidrofurano (THF).

4.2.2 Injerto de PET con acido acrilico

4.2.2.1 Medio heterogéneo

Inicialmente se lavo el PET con 30 mL de metanol manteniéndolo en agitacion durante 8
h, posteriormente se seco en estufa a 50°C durante 24 h. En un tubo Schlenk se colocaron
0.6 g del PET previamente lavado y 0.5 g de iniciador (peréxido de benzoilo disuelto en
5 mL de acetona o persulfato de amonio) en 20 mL de agua, se saturo el tubo de
polimerizacion con N2 para eliminar el oxigeno en el medio de reaccion. En un embudo
de adicion de presion compensada se colocaron 0.6 g de acido acrilico disueltos en 2 mL

de agua.
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Se ensambl 6 el equipo mostrado en la Figura 9 y se mantuvo la mezcla en el tubo Schlenk
bajo agitacion magnética a 80°C en un bafio de temperatura durante 10 min,
posteriormente se afiadio el &cido acrilico a velocidad constante y se mantuvo en agitacion

durante el tiempo establecido de acuerdo a las condiciones de reaccion elegidas.

Figura 9. Esquema del equipo utilizado en la reaccién de injerto

El homopolimero formado durante la reaccion se separé del producto de reaccion
mediante extraccion con 50 mL de THF a 40 °C. El polimero injertado se secd en

liofilizador durante 24 h.

4.2.2.2 Medio homogéneo
Para llevar a cabo la reaccion en medio homogéneo se utilizo la fraccion de PET

degradado que fue soluble en THF, de la cual se disolvieron 0.6 g en 20 mL de THF, dicha
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solucion fue colocada en un tubo Schlenk, al cual se le adicionaron 0.5 g de iniciador
(peroxido de benzoilo o persulfato de amonio), posteriormente se satur6 el tubo con N2
para eliminar el oxigeno del medio de reaccion. En un embudo de adicién de presion
compensada se colocaron 0.6 g de acido acrilico disueltos en 2 mL de THF.

El procedimiento experimental de la reaccion de injerto se llevd a cabo a partir de este

punto de manera similar a lo establecido para la reaccion en medio heterogéneo.

4.3 Impresién molecular de PET-g-AA con farmacos macrolidos

4.3.1. Impresion molecular por monoplantilla

El proceso de impresion molecular tanto por monoplantilla como por multiplantilla se
llevd a cabo en tres etapas: la formacion de la plantilla, el entrecruzamiento y la elucion
del farmaco.

Para la formacion de la plantilla en un tubo Schlenk se coloco 1 g del producto injertado
con 30 mL de una disolucion acuosa de 20 mg/L del farmaco seleccionado (eritromicina,
claritromicina o tilosina) y se mantuvo en agitacion durante 6 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, la reaccion de entrecruzamiento se llevo a cabo mediante la adicion en el
tubo que contenia la plantilla de 0.05 de agente entrecruzante N,N’-metilenbisacrilamida
y 0.1 g de persulfato de amonio como iniciador radicalico, se saturé con N para eliminar
el oxigeno del tubo de reaccion y se colocé en un bafio de temperatura controlada a 60 °C
bajo agitacion durante 2 h.

El farmaco se eluyd mediante variacion de pH, colocando el polimero impreso en una
disolucion de hidroxido de sodio 1M, donde se mantuvo en agitacion durante 8 h,
posteriormente se lavo el material con metanol hasta obtener la decoloracién completa del

polimero, finalmente se seco en liofilizador durante 48 h.
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4.4 Sintesis del polimero no impreso (NMIP)

En un tubo Schlenk se colocd 1 g del producto injertado con 30 mL de agua destilada y se
mantuvo en agitacion durante 6 h a temperatura ambiente.

Posteriormente al tubo que contenia el producto injertado se afiadieron 0.05 g de agente
entrecruzante N,N’-metilenbisacrilamida y 0.1 g de persulfato de amonio, se satur6 con
N> para eliminar el oxigeno del tubo de reaccion y se coloco en un bafio de temperatura
controlada a 60 °C bajo agitacion durante 2 h.

El polimero sintetizado se coloco en 20 mL de hidroxido de sodio 1M, donde se mantuvo
en agitacion durante 8 h, posteriormente se lavé el material con metanol, y finalmente se

secO en liofilizador durante 48 h.

4.5 Caracterizacion
El material fue caracterizado antes y después de llevar a cabo cada etapa de sintesis

mediante las siguientes técnicas:

4.5.1 Espectrofotometria de infrarrojo

Se realiz6 un barrido de 400 a 4000 cm™ antes y después de cada modificacion del
polimero. Mediante esta técnica se observd la presencia o ausencia de bandas
caracteristicas de cada grupo funcional presente en el polimero en cada una de las etapas
de sintesis.

4.5.2 Microscopia electréonica de barrido

La morfologia del PET, PET-g-AA, MIPty, MIPgry y MIPciy se determinG por medio de
esta técnica, con la finalidad de observar los cambios en la misma ocasionados durante

cada uno de los pasos llevados a cabo para obtener el polimero impreso.
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4.5.3 Calorimetria diferencial de barrido

Se caracterizaron los polimeros (PET, PET-g-AA y MIPty) mediante DSC para
determinar los cambios en la estructura de dichos polimeros. El anélisis se llevo a cabo
mediante el método de estimulacion térmica por etapas, utilizando crisoles de aluminio

con velocidad de calentamiento y enfriamiento a 10°C/min en el rango de 15 - 300°C.

4.5.4 Porosimetria de mercurio

Se caracterizaron los polimeros (PET, PET-g-AA, MIPty, MIPgy, MIPcly ) mediante
porosimetria de mercurio para determinar su area superficial, tamafio y volumen de poro.
El andlisis se llevo a cabo utilizando 1 g de muestras en un rango de presion de 0.1 — 2000

kg/cm?.

4.6 Ensayos de adsorcion

Se determinaron las capacidades de adsorcion del PET, PET-g-AA, y MIP monoplantilla
(MIPgry, MIPcly, MIPTy) mediante ensayos tipo batch bajo las condiciones presentadas en
cada uno de los apartados siguientes, cada uno de los materiales fue tamizado hasta

alcanzar tamafio de particula menor a 60 pm.

4.6.1 Ensayos de adsorcion utilizando PET, PET-g-AA, MIP y NMIP como
adsorbentes.

Se peso en tubos de ensayo 25 mg de adsorbente y a cada uno de los tubos se afiadieron
20 mL de una disolucion acuosa de 200 mg/L de farmaco por separado, se mantuvieron

en agitacion constante utilizando un shaker a 200 rpm durante 10 h a 25 °C, posteriormente
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la solucidn se separ0 del adsorbente mediante centrifugacion y se determiné la cantidad
de farmaco remanente en la disolucion mediante espectrofotometria UV-VIS a la longitud

de onda caracteristica de cada analito.

4.6.2 Cinetica de adsorcién de macrélidos por el MIP

Se determinaron los parametros cinéticos de la adsorcién mediante ensayos tipo batch.
Para ello, en 12 tubos de ensayo se colocaron 25 mg de adsorbente (MIP1y, MIPEgy,
MIPciy) y 20 mL de disolucion acuosa del analito plantilla correspondiente de 100 mg/L,
se mantuvieron en agitacion constante en un shaker a 200 rpm y 25°C. Se retiré un tubo
de ensayo cada 30 minutos con tiempo maximo de 9 horas. Las muestras se diluyeron 10
veces Yy se cuantifico el analito remanente en la disolucion mediante espectrofotometria
UV-Vis.

4.6.3 Isotermas de adsorcion de macrolidos por el MIP

Se llevd a cabo la determinacion de las isotermas de adsorcion de cada uno de los farmacos
por separado, utilizando los MIPs correspondientes como adsorbentes, con tiempo de
contacto de 2 h y bajo agitacion a 200 rpm, colocando 25 mg de adsorbente en tubos con
concentraciones iniciales de 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y
1000 mg/L de farmaco. Transcurrido el tiempo de contacto se cuantificd el farmaco
residual presente en la solucion mediante espectrofotometria UV-VIS y se calculé la
capacidad de adsorcion mediante la ecuacion 1:

(Co=CIV
qe = —— 1)

w

Donde:

ge = Capacidad de adsorcion en el equilibrio
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Co= Concentracion inicial de farmaco
Ce= Concentracion de farmaco en el equilibrio
V= Volumen de la solucion (L)

w= Masa de adsorbente

4.6.4 Determinacion de la capacidad maxima de adsorcion de macrélidos por los
MIPs mediante el método de contactos consecutivos.

En tubos de ensayo se pesaron 25 mg de MIP y a cada uno de los tubos de ensayo se
afiadieron 10 mL de disolucién 500 mg/L de farmaco, se mantuvo bajo agitacion a 200
rpm durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente la disolucion se separé del
adsorbente mediante centrifugacion y se determiné la cantidad de macroélido remanente
en la disolucion. El adsorbente se seco en estufa a 60 °C durante 24 h y posteriormente se
afiadieron nuevamente 10 mL de disolucion 500 mg/L de analito y se repitio el

procedimiento anterior hasta alcanzar la saturacién del polimero.

4.6.5 Implementacién de MIPs en cartuchos de extraccion en fase sélida

Se pesaron 400 mg de cada uno de los materiales de interés (MIPty, MIPgry, MIPcyiy), y
fueron empacados en cartuchos de SPE de 3 mL con dos fritas de polietileno, los
materiales fueron prensados con 2 kPa de presion. Los cartuchos preparados fueron
acondicionados con 10 mL de metanol anhidro para remover cualquier posible
contaminante. Luego se hizo pasar 5 mL de analito (tilosina, eritromicina o claritromicina)
con cuatro distintas concentraciones (1, 2, 20 y 200 mg/L) a flujo constante de 1 mL/min.
El cartucho se lavo con 10 mL de agua destilada y finalmente el analito retenido se eluyo

con 10 mL de MeOH:HOACc (9:1). Las fracciones obtenidas fueron evaporadas a sequedad
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y redisueltas en 10 mL de agua destilada. La cuantificacion del farmaco eluido se llevé a

cabo mediante espectrofotometria UV-VIS.

4.6.6 Disefio de experimentos para el proceso de extraccion en fase solida
Para la optimizacion del proceso de SPE se consideraron tres distintos factores en dos

niveles cada uno, los cuales se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10. Factores y niveles considerados en la optimizacién del proceso de SPE de macroélidos en
disoluciones acuosas.

Factores Niveles
Solvente de lavado Agua Acetonitrilo Agua:Acetonltrllo
(1:1 viv)
Composicion de | NaH2PO4:Acetonitrilo Metanol Metanol:Acido acético
eluente (1:1 viv) (99:1 viv)
Volumen de
eluente (mL) 5 = &

4.6.7 Implementacion de SPE en muestras alimenticias

El proceso optimizado para llevar a cabo la extraccion en fase solida de los tres distintos
farmacos macrélidos en muestras de leche, huevo y musculo bovino obtenidas de
supermercados locales, en el caso de la leche se utilizo leche entera pasteurizada contenida
en envases de 1 L de una sola marca especifica, el huevo adquirido fue un producto
organico proveniente de gallinas mantenidas bajo el régimen de libre pastoreo y el
musculo bovino es un producto organico proveniente de animales alimentados con grano
organico, libre de pesticidas. Las muestras fueron sometidas a un proceso de tratamiento
previo antes de llevar a cabo la metodologia por SPE, dicho procedimiento se describe de

manera detallada a continuacion.
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Las muestras de leche se mantuvieron a temperatura ambiente por 15 min., y fueron
homogeneizadas mediante agitacion magnética, se tomo un volumen de 5 mL de muestra
y se fortifico con la cantidad de farmaco deseada. Para permitir que alcanzara el equilibrio,
las muestras fortificadas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 1 h. Para la
precipitacion de proteinas se afiadié a la muestra 4 mL de NaH2POa:Acetonitrilo (3:2 v/v).
Posteriormente, la solucion se centrifug6 a 1200 rpm durante 10 min y la solucién
sobrenadante obtenida se filtro. Posteriormente se tomaron 5 mL de las soluciones sin
proteinas y fueron pasadas por el cartucho bajo las condiciones anteriormente
mencionadas. Finalmente, las fracciones eluidas fueron analizadas mediante
espectrofotometria UV-Vis.

Las muestras de huevo se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 min, se
homogenizaron del mismo modo que las muestras de leche, posteriormente se tomd una
porcion de 10 g, se fortificaron con las concentraciones deseadas de farmacos. Se mantuvo
bajo agitacion constante durante 15 min para alcanzar el equilibrio, posteriormente se
tomo una porcién de 1 g, se le afiadié 1 mL de acetonitrilo y se agitd durante 10 min. La
muestra se centrifugé a 1,000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente y se separd el
sobrenadante. El precipitado generado se lavo con 0.5 mL de acetonitrilo y se le afiadi6 al
sobrenadante, la muestra se evapor6 hasta un volumen de 250 mL a 50°C . Posteriormente
se ajusto el pH del extracto a pH 5 con una solucion de acido acético 10 mmol/L. Se
tomaron 5 mL de las soluciones obtenidas y se hicieron pasar por el cartucho bajo las
condiciones anteriormente mencionadas. Finalmente, las fracciones eluidas se analizaron

mediante espectrofotometria UV-Vis.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Degradacion de PET mediante glicolisis
Se llevo a cabo la degradacion de PET con trietilenglicol como agente nucledfilo a 170°C,
obteniendo los resultados que se reportan en la Tabla 11, donde se muestra el porcentaje

de la masa total que fue soluble en tetrahidrofurano (THF).

Tabla 11. Resultados de degradacion de PET

Tiempo de reaccion Fraccion soluble en THF
(min) (%)
0 0
30 0
60 47
90 86
120 100

Los resultados muestran que existe un aumento en la fraccion soluble conforme se

incrementa el tiempo de degradacion, esto es debido a la disminucion del tamafio de las

cadenas de PET durante el transcurso de la reaccion, lo que ocasiona que las cadenas mas

cortas puedan disolverse en el THF y por lo tanto, puedan ser utilizadas para llevar a cabo

la reaccion de injerto en medio homogéneo.
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En 120 min de reaccion, el material fue completamente soluble en THF, lo cual da indicio

de que las cadenas poliméricas son muy cortas, este resultado representa una problematica

para llevar a cabo la metodologia de impresion molecular, ya que las cadenas poliméricas

deben poseer un tamafio mayor al de las moléculas plantilla para que se pueda llevar a

cabo la formaciéon de los huecos impresos de manera satisfactoria, por lo antes

mencionado se selecciono el material obtenido a 90 min de reaccién para llevar a cabo la

reaccion de injerto.

5.2 Injerto de PET con acido acrilico

5.2.1 Medio heterogéneo

Se evaluaron dos distintos iniciadores radicalicos (peroxido de benzoilo (BPO) y

persulfato de amonio (PSA)) para llevar a cabo la reaccion de injerto de PET con acido

acrilico en medio homogéneo. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de reaccién de injerto con distintos iniciadores

Iniciador

Peréxido de benzoilo

Persulfato de amonio

% de injerto

Velocidad de adicién de
monémero

Medio de reaccién

Temperatura de reaccion

17.6
0.2 mL/min

Acetona : agua

90°C

2.03

0.2 mL/min
Agua
70°C

Los resultados evidencian que el porcentaje de injerto muestra una marcada diferencia

entre los dos iniciadores utilizados. Esto puede deberse a que los iniciadores presentan

distintas velocidades de disociacion, 2.0 x10° s™ para el perdxido de benzoilo a 90°C y

6.9 x10° st para el persulfato de amonio a 70°C [63]. Al ser mayor la constante de
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descomposicion para el persulfato de amonio, dicho iniciador generara mayor cantidad de
radicales que estaran presentes en el medio, lo cual favorecera la formacién de cadenas
homopoliméricas de acido acrilico, lo que lo vuelve un iniciador no apto para el fin
deseado.

De acuerdo a la literatura, [64-65] el PET puede formar en su superficie radicales
primarios al entrar en contacto con un agente iniciador radicalico, dichos radicales
reaccionan con el doble enlace del metileno presente en las moléculas de acrilico de
acuerdo al mecanismo mostrado en la Figura 10, llevandose a cabo de esta manera la

reaccion de injerto.

S 9 % q
C@—C—O—CHchzo — COC—O—CH-CHZO
\ BPO h

o} o} 0 0
5OE—O—CH—CH20 e C—@—C—O——CI)H-CHZO
A M n
M = H,C=—=CH

0 0 0 0 C—OH
c—@—c—o—CH—CHzo e COC-O_CH'CHzo //

| |

i \ Moty 0

Figura 10. Posible mecanismo de la reaccion de injerto de PET con acido acrilico por via radicalical®’!

Al existir en el medio una mayor cantidad de radicales, se ve favorecida la reaccion de
homopolimerizacion, ya que algunos de ellos interaccionaran con las cadenas poliméricas
de la manera descrita anteriormente, pero también existird una mayor cantidad de radicales
libres en el medio de reaccion, lo que ocasiona que el mondmero de acido acrilico

homopolimerice disminuyéndose asi el injerto obtenido.
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El mayor porcentaje de injerto obtenido fue de 17.6, se obtuvo en 2 h de reaccion
adicionando el monémero a 0.2 mL/min, con perdéxido de benzoilo como iniciador, el
polimero sintetizado bajo estas condiciones se seleccion0 para continuar con el proceso

de impresion molecular con los farmacos plantilla.

5.2.2 Medio homogéneo

Al igual que para el medio heterogéneo, para el medio homogéneo se evaluaron dos
distintos iniciadores radicalicos (peroxido de benzoilo y persulfato de amonio) para llevar
a cabo la reaccion de injerto de PET degradado con &cido acrilico en medio homogéneo,

es decir con el polimero disuelto en THF. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Resultados de reaccién de injerto en medio homogéneo con distintos iniciadores

Iniciador Peroxido de benzoilo Persulfato de amonio
% de injerto 65.3 13.1
Velocidad dp adicion de 0.2 mL/min 0.2 mL/min
monémero
Medio de reaccién THF THF
Temperatura de reaccion 90°C 70°C

La cantidad de injerto obtenido en ambos casos es mayores que el alcanzado mediante la
reaccion en medio heterogéneo, esto es debido a que al estar disueltos en el mismo medio,
tanto el iniciador como las cadenas poliméricas, la formacién de los radicales sobre la
estructura del PET es mas eficiente, ya que éstos no tienen que migrar del medio donde se
encuentran disueltos, hacia el medio solido en el que se encuentran en el polimero al llevar
a cabo la reaccion en dos fases distintas.

Por otro lado, los resultados muestran una tendencia similar que los alcanzados mediante
medio heterogéneo, es decir, el fendmeno de la eficiencia del iniciador se mantiene adn al

tener todos los reactivos en medio liquido.
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El mayor injerto obtenido fue 65.3%, se obtuvo en 2 h de reaccion adicionando el
monomero a 0.2 mL/min, con perdxido de benzoilo como iniciador, sin embargo, al tener
una mayor fraccion de poliacido acrilico y dada la tendencia de los materiales acrilicos a
hincharse en presencia de agua, [66] el material con 65.3 % de injerto presenta la
capacidad de adsorber una gran cantidad de agua en su estructura e hincharse cuando
forma parte de una red entrecruzada. Este es el caso de los polimeros de impresion
molecular, por lo que no seria un material adecuado para llevar a cabo el procedimiento
de impresién, ya que al hincharse el polimero, los huecos formados en la estructura
tenderian a deformarse y por lo tanto se perderia el reconocimiento molecular hacia las

moléculas plantilla desarrollado mediante la impresién molecular.

5.3 Impresién molecular de PET-g-AA con tilosina, eritromicina y claritromicina
Para llevar a cabo la impresion molecular se seleccioné el material con 17.6% de injerto,
es decir el obtenido mediante la reaccion de injerto en medio heterogéneo.

Durante la formacion del complejo de pre polimerizacion y de acuerdo a la estructura de
los farmacos (pH 6.5) se infiere que existen interacciones electrostaticas entre los grupos
de los farmacos cargados positivamente (Figura 11) y los grupos carboxilicos del
polimero, los cuales se encuentran cargados positivamente al valor de pH de trabajo. En
la Figura 11 se muestran las estructuras de cada uno de los tres macrolidos utilizados como

plantilla en el pH de trabajo.
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HC CHy
Figura 11. Estructura predominante de a) tilosina, b) eritromicina y c¢) claritromicina a pH 6.5

Ademas de las interacciones electrostaticas existentes entre el analito plantilla y el
polimero, la presencia de grupos OH" en la estructura de los farmacos sugiere que existen
también interacciones de tipo puentes de hidrogeno, tal como lo reporta Piletsky en el afio
2004 [67].

Se utilizé6 N,N’-metilenbisacrilamida como entrecruzante al 5% Yy bajo estas condiciones
se logro eluir el 96% de la plantilla de la estructura polimérica mediante variacion de pH,
lo cual gener6 una disminucién en las interacciones polimero-farmaco debido a la
modificacion de la estructura de la plantilla. De este modo se obtuvieron los polimeros
molecularmente impresos que fueron posteriormente utilizados en los ensayos de

adsorcion.

5.4 Caracterizacion

Cada uno de los materiales poliméricos utilizados en el proceso tanto de injerto como de
impresion molecular fueron caracterizados mediante distintas técnicas que permitieron
corroborar la obtencion del producto deseado, a continuacion se muestran los resultados

obtenidos para cada una de dichas técnicas.
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5.4.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier con reflectancia
total atenuada

Mediante esta técnica se caracterizaron el PET de partida, el producto obtenido de la
reaccion de degradacion (PETg) y el polimero molecularmente impreso, los resultados se

muestran en las Figuras 12 y 13.
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Figura 12. Espectros infrarrojos del PET y PET degradado

Los espectros del PET y del PET degradado (Figura 12) resultaron muy similares, sin
embargo, se observa en el PET degradado a diferencia del PET, una sefial en 3500 cm™*

atribuida al estiramiento O-H, lo que indica que se llevé a cabo la reaccion de degradacion
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y por lo tanto la insercion en las cadenas poliméricas de grupos hidroxilicos provenientes
del trietilenglicol. También se observa incremento en la intensidad de algunas sefiales para
el polimero degradado, tal es el caso de la banda a 2921 cm™ atribuible al estiramiento de
los enlaces C-H, que se incrementa debido a la presencia de grupos metileno aportados
por el trietilenglicol. En la Tabla 14 se resumen las sefiales mas representativas en ambos

espectros.

Tabla 14. Vibraciones infrarrojas v (cm™®) del PET y PET degradado

Sefial Pocfri]f_if’”
Ar C-H (w) 723
Ar C-H (s) 871
C-C-O (s) 1243

C-H (b) 1409

C=0 (s) 1714

C-H () 2921

O-H(s) 3500

Los espectros IR obtenidos para el material después de llevar a cabo la modificacion
mediante la reaccion de injerto e impresion molecular se muestran en la Figura 13, la
aparicion de la sefial alrededor de 3400 cm™ en el espectro del PET-g-AA (AA) se atribuye
al estiramiento O-H tipico del acido acrilico, lo cual es indicativo de la presencia de dichas
cadenas en la estructura del PET, adicionalmente se observa la presencia de las bandas
correspondientes al estiramiento C-H alrededor de 2900 cm™, que provienen de las

cadenas acrilicas que se anclaron a la estructura polimérica dando lugar a dicha banda.
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Figura 13. Espectros infrarrojos del PET, PET-g-AA (AA), MIPgy, MIPty y NMIP

La sefial correspondiente al estiramiento C-C-O entre 1000 y 1200 cm™ en el espectro del

material injertado en comparacion al PET, sufre un ensanchamiento, que puede ser

ocasionado por la insercion de las cadenas de acido acrilico, ya que la modificacion se

Ileva a cabo en el carbono a al oxigeno del grupo éster.
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Los espectros de los materiales molecularmente impresos no presentan diferencias
notables con el obtenido para el PET de partida, por lo que es necesaria la implementacion
de técnicas de caracterizacion alternativas que permitan obtener informacion adicional a

la proporcionada por la espectroscopia de infrarrojo.

5.4.2 Calorimetria diferencial de barrido
Esta técnica permitio identificar modificaciones estructurales que se llevaron a cabo en el
PET reciclado en cada una de las etapas de sintesis, los termogramas obtenidos se

presentan en la Figura 14.
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Figura 14. Curvas de DSC para PET, PET-g-AA, MIPty y NMIP

En las curvas se observan cambios tanto en la temperatura de transicion vitrea (Tg) como
en la temperatura de fusion (Tm), los cuales se generan debido a cambios estructurales en

las cadenas poliméricas.
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En la Tabla 15 se muestran los valores de Tq y Tm para cada uno de los polimeros, la
modificacion en dichos parametros implica que existen diferencias en la energia
involucrada en cada una de las transiciones térmicas, esto es derivado de las diferencias
estructurales en las cadenas poliméricas, ya que al incrementarse la rigidez de las mismas

sera necesario aplicar mayor energia para llevar a cabo las transiciones de fase.

Tabla 15. Transiciones térmicas para el PET, PET-g-AA y MIPyy

Tg (°C) Tm (°C)
PET 75 244.2
PET-g-AA 75 241.7
MIP 83.3 252.1

El incremento en la temperatura de transicion vitrea y la temperatura de fusion para el
polimero impreso, da indicio del entrecruzamiento de las cadenas acrilicas, estas presentan
mayor rigidez debido a la formacion de una red polimérica, esto a su vez conlleva a la
disminucion del volumen libre de las cadenas poliméricas y por lo tanto, al presentar
menor libertad de movimiento es necesaria una mayor cantidad de energia para alcanzar
dichas transiciones, dicho fendbmeno, también ocasiona que su capacidad calorifica se vea
incrementada en comparacion con el PET y el PET-g-AA.

A partir de los termogramas obtenidos para cada uno de los materiales se determiné la
cristalinidad en los polimeros, el resultado se expresa en porcentaje de acuerdo a la
ecuacion 2.

[(AHm B AHCC)/AH‘r?‘l]
Donde: Yoxe = GPET x 100 (2)

AHm = Entalpia de fusion
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AHcc = Entalpia de cristalizacion fria

AH®, = Entalpia de fusion estandar para PET 100% cristalino (140.1 J/g)

® PET = Fraccion en peso del PET en la muestra (PET=100%, PET-g-AA = 82%,
MIP1y=78%)

La Tabla 16 presenta los resultados obtenidos para cada uno de los materiales, donde se
aprecia el incremento en la cristalinidad en cada una de las etapas de modificacion,
presentando el menor valor para el PET (13.20%), al injertar el material con poliacido
acrilico la cristalinidad se incrementa ligeramente hasta alcanzar 13.71%, sin embargo,
ambos valores son muy cercanos, esto puede deberse a que la fraccion de acido acrilico
en la estructura polimérica es menor al 20%. La cristalinidad del material molecularmente
impreso fue de 32.61%, los resultados van de acuerdo con lo observado en el incremento
de la temperatura de fusion, ya que la cristalinidad se incremento con el entrecruzamiento

de la molécula.

Tabla 16. Cristalinidad (%) de PET, PET-g-AA y MIPx,

Tm(°C) Tec (°C) AHm (J/g) AHcc (J/9) ® PET Y %c

PET 244.2 172.4 51.09 32.59 1.000 13.20
PET-g-AA 241.7 238.6 54.93 39.17 0.8200 13.71
MIP1y 252.1 237.9 55.94 15.34 0.7800 37.20

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante esta técnica y su analisis, se

demuestra la obtencion de los productos de interés en cada una de las etapas de reaccion.
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5.4.3 Microscopia electronica de barrido

El material de partida y los materiales molecularmente impresos se caracterizaron
mediante esta técnica, las micrografias obtenidas se detallan a continuacion.

La Figura 15 muestra las micrografias obtenidas para el PET, en la cual se aprecia que el
polimero presenta superficie laminar, homogénea con escasas irregularidades sobre su
superficie, se destaca la ausencia de poros en las zonas analizadas y adicionalmente se

encontraron fibras con espesor de alrededor de 5 um.

Figura 15. Micrografias del PET a 270y 4 x

Las micrografias presentes en la Figura 16 corresponden al polimero injertado, en donde
se pueden apreciar aglomerados de forma irregular distribuidos sobre toda la superficie,
ademas de presentarse incremento en el didmetro de las fibras, con espesores mayores a
20 um, lo cual representa un incremento de 4 veces con respecto a las fibras de PET.
Dichas diferencias en la morfologia de ambos materiales da indicio de las modificaciones

que tuvieron lugar en la estructura del polimero.
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Figura 16. Micrografias del PET-g-AA a 500 y 1000 x

El material molecularmente impreso con tilosina, cuyas micrografias se presentan en la
Figura 17, presenta morfologia uniforme, observidndose zonas que conservan la
morfologia laminar del PET, se aprecia también la presencia de poros distribuidos
uniformemente sobre la superficie del material, los cuales son indicio de la modificacion
superficial que se llevé a cabo, ya que este tipo de morfologia se observa Unicamente para

los materiales molecularmente impresos.

N

~

€)5000 y d)10000 x

Figura 17. Micrografias del MIPT'y aa)1000, b),
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Las micrografias del material impreso con claritromicina (Figura 18) muestran una
morfologia similar a la que se observo para su analogo de tilosina, la presencia de poros
fue apreciable en algunas zonas de la superficie, ademas de presentar zonas que mantienen

la morfologia homogénea del PET.

Figura 18. Micrografias del MIP¢j, 1000 y 100 x

La presencia de poros en la superficie del adsorbente favorece en gran medida al proceso
de adsorcién, ya que el area superficial se ve incrementada. Para corroborar esta
informacion, los materiales fueron sometidos a analisis mediante porosimetria de
mercurio para la determinacion del area superficial, asi como del tamafio y volumen de
poro, cuyos resultados se muestran a continuacion.

5.4.4 Porosimetria de mercurio

Mediante esta técnica se determind la distribucion de tamafio de poro, el tamafio de poro
promedio y el &rea superficial total del PET, MIP+y, y NMIP. Los resultados obtenidos se

resumen en la Tabla 17.

Tabla 17. Andlisis de porosimetria de mercurio para PET, MIPty y NMIP.

Material Diametro de poro Area superficial % de porosidad
PET 10.65 — 0.003580 pm 33.89 m?/g 15.06
MIP 10.66 — 0.003562 pum 25.95 m?/g 16.05
NMIP 10.66 — 0.003568 pum 21.20 m?/g 17.47
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Los valores obtenidos en la porosidad indican que el material molecularmente impreso
presenta mayor cantidad de espacios vacios en su superficie, es decir hay incremento del
volumen de los poros presentes en el material, en comparacion con el PET y el material
no impreso, por lo que esta técnica sirve como apoyo para afirmar que se llevé a cabo el
proceso de formacion o modificacion de los huecos en la superficie del material. Al
observar los resultados obtenidos para el area superficial del material, es posible notar que
este parametro disminuye al llevar a cabo el proceso de impresion molecular, esto se debe
a que, aunque el material presenta mayor volumen de espacios vacios, estos corresponden
a poros de mayor tamafio que los que se encontraban en la superficie del PET, esto es
consistente con lo mostrado en los resultados del rango de diametro de poros encontrado
en el material, ya que practicamente se mantiene constante para los tres materiales. Esta
informacidn indica que no todos los poros en la superficie del PET se vieron modificados,

sino que aln se mantienen presentes tanto los de menor como los de mayor tamario.

En la Figura 19 se presentan las gréficas de distribucion de tamarfio de poro para PET, NMIP
y MIPy,. Para el caso del PET se observa una distribucion uniforme entre los poros de
mayor tamafio (10um) y los de menor tamafio (3E-03um) y en menor medida en los poros
de tamafio intermedio, se aprecian notables diferencias con los polimeros molecularmente

impreso y no impreso.
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Figura 19. Distribucién de tamafio de poro para PET, NMIP y MIP+y

En el caso del NMIP se observa mayor proporcion de poros entre 2 y 10 um de didmetro,
a diferencia del PET, en este material no existen poros en el rango de 0.02 —0.05 um, por
lo que se sugiere que los menores a 0.02 um se modificaron e incrementaron su diametro
y por consecuencia, el area superficial del material se ve disminuida.

El material molecularmente impreso mostré comportamiento similar al NMIP, pero en
este caso, en su superficie predominan los poros de mayor tamafio, es decir los que poseen
didmetro de 0.2 a 10 um, por otra parte, se observa la ausencia de poros menores a este
rango y escasa presencia de los de diametro menor a 2 E-03 um, lo que ocasion0 al igual

que en el caso del MIP, la disminucion del area superficial de este material.
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Mediante esta técnica se corroboro la obtencién de un mayor volumen de poros en la
superficie del material, lo cual es indicativo de que se llevo a cabo el proceso de impresién

molecular.

5.5 Ensayos de adsorcion

Para evaluar el comportamiento del proceso de adsorcion se realizaron distintas pruebas,
la primera etapa consistio en comparar la capacidad de adsorcion que presentan los
distintos materiales involucrados en la sintesis de los MIPs, posteriormente se llevo a cabo
la determinacion de las isotermas de adsorcién para cada uno de los farmacos macrélidos
por el MIP correspondiente, asi como la determinacion de su capacidad maxima de
adsorcion. Los resultados obtenidos se describen detalladamente en las posteriores

secciones.

5.5.1 Adsorcion de macroélidos por distintos materiales

Se llevaron a cabo ensayos de adsorcién de tilosina utilizando como adsorbentes el PET,
PET-g-AA (17.6%), PET-g-AA (65.3%), NMIP, MIPtv, MIPgry, MIPcy.

Se determinaron las capacidades de adsorcion de cada uno de los polimeros en estudio
utilizando 10 mL de disolucion 200 mg/L del farmaco correspondiente y 25 miligramos
de adsorbente, manteniendo asi una relacion adsorbente: adsorbato (10:1). EI pH de las
disoluciones fue de 6.5 en todos los casos. Los resultados obtenidos se ilustran en la Tabla

188.
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Tabla 18. Capacidades de adsorcion (mg/g) de macrolidos para distintos adsorbentes

Adsorbente
PET PET-g-AA NMIP MIPy MIPery MIPciy
o Ty 23.5 67.3 74.7 78.5 21.2 18.2
é Ery 24.8 68.9 75.0 84.9 78.9 69.4
2 Cly 10.1 74.9 77.8 73.7 76.7 113

Al comparar los resultados obtenidos para el PET y el PET-g-AA en los tres farmacos, se
observa el incremento de la capacidad de adsorcién al insertar grupos carboxilicos en la
estructura del PET, ya que estos son los responsables de llevar a cabo la interaccion entre
los sitios de los farmacos cargados positivamente y los sitios carboxilicos del material
cargados negativamente, asi como también la formacion de puentes de hidrégeno entre
adsorbato y adsorbente.

Los mayores valores de capacidad de adsorcion para los tres farmacos se obtuvieron para
los materiales impresos con tilosina, esto es debido a que este analito plantilla es el de
mayor tamafo y al poseer los farmacos funcionalidades similares (los tres poseen grupos
amino cargados positivamente en el pH de trabajo y grupos hidroxilicos) el material es
capaz de retener a los analitos en las cavidades formadas, sin embargo, se espera que en
ensayos de selectividad, es decir, en disoluciones donde se encuentren presentes los tres
farmacos simultaneamente, el material sea capaz de reconocer selectivamente a su analito
plantilla.

Con base a los resultados obtenidos se calcularon los coeficientes de reconocimiento (o),
dichos valores se resumen en la Tabla 19. Los valores para los tres MIPs resultaron ser
mayores a 1, lo cual indica que el proceso de impresion molecular favorece la afinidad del
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material hacia el farmaco desarrollando reconocimiento molecular hacia el mismo,
producto de la formacidn de sitios especificos complementarios a cada uno de los analitos
plantilla. Los valores de coeficiente de reconocimiento cercanos a la unidad, son
indicativos de que existe una proporcion similar entre los sitios tanto impresos como no

impresos, este fendmeno se determina mediante la realizacion del analisis de Scatchard.

Tabla 19. Coeficientes de reconocimiento para MIPty, MIPey Yy MIPciy sobre sus respetivas plantillas

Adsorbente o
MIPTy 1.05
MIPEery 1.05
MIPcly 1.46

Mediante los ensayos de adsorcion se corrobor6 que la reaccién de impresién molecular
de tilosina, eritromicina y claritromicina en monoplantilla se llevé a cabo de manera

satisfactoria, incrementando la afinidad entre el polimero y la molécula plantilla.

5.5.2 Isotermas de adsorcion de macrélidos por MIPs

5.5.2.1 Isoterma de adsorcion de tilosina

Se determiné la isoterma de adsorcion de tilosina por el MIPty a 25°C en un rango de
concentraciones de 10 — 1000 mg/L, los resultados se muestran en la Figura 20, donde se
aprecia la tendencia a la formacion de una isoterma tipo “s” caracteristica de procesos de
adsorcion por multicapas, conforme aumenta la concentracion, la capacidad de adsorcion

se ve favorecida.
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Figura 20. Isoterma de adsorcion de tilosina por MIPty a 25°C

Para determinar la naturaleza del fendmeno de adsorcion, los datos experimentales se
ajustaron a los modelos de Langmuir y de Freundlich utilizando sus expresiones
linealizadas, los gréficos obtenidos se presentan en la Figura 21.
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Figura 21. Modelos de a) Lagmuir y b) Freundlich de adsorcion de tilosina por MIPry

Los pardmetros para cada uno de los modelos implementados se describen en la Tabla 20,

de acuerdo a los coeficientes de correlacion obtenidos, los datos experimentales se
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describen de manera méas adecuada por el modelo de Freundlich, lo cual concuerda con lo
observado en la clasificacion dentro de las isotermas tipo “s”, ya que el modelo de
Freundlich corresponde a fendmenos de adsorcion mediante la formacion de multicapas,
el valor calculado para el parametro “n” que corresponde al indice de heterogeneidad,
muestra un sistema mas heterogéneo, por lo que tiene un valor menor a la unidad, indica
que entre el adsorbato y el adsorbente existen interacciones de tipo puentes de hidrogeno

o0 electrostaticas, lo cual confirma lo que se habia inferido previamente mediante la

observacion de la estructura tanto del polimero como del analito plantilla [68-69].

Tabla 20.- Parametros de adsorcion de los modelos de Freundlich y Langmuir

Modelo Parametro Valor
K. 1.587

Freundlich n 0.529
r2 0.994

K. 2.784

Langmuir Qi 150.60
r2 0.952

Este modelo de adsorcion involucra materiales con sitios de adsorcidn heterogéneos, lo
cual es caracteristico de los materiales molecularmente impresos, donde se presentan sitios
tanto impresos como no impresos, dicha heterogeneidad se corroboré mediante el analisis
de Scatchard que se muestra en la Figura 22, donde se observan las dos pendientes
correspondientes a los sitios de alta y baja afinidad, los cuales corresponden a los sitios

Impresos y no impresos respectivamente.
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Figura 22. Anélisis de Scatchard de adsorcion de tilosina por MIPty

La Tabla 21 presenta los parametros derivados de cada una de las dos secciones de la

curva de Scatchard.

Tabla 21. Pardmetros del analisis de Scatchard de adsorcion de tilosina por MIP+y

Qmax 1 Qmax 2
Kd1 x 10 (mol/L) Kdz x 10 (mol/L)
(mmoles/g) (mmoles /g)
4.65 0.227 25.6 0.588

Los sitios de alta afinidad correspondientes a la recta de Scatchard con mayor pendiente,
se definen por tener una constante de disociacion ocho veces mayor a los que muestran
baja afinidad, sin embargo, el nimero de sitios impresos es menor al de sitios no impresos,
esto se denota en los valores de Qmax Obtenidos para cada una de las zonas.

Los resultados son caracteristicos de los MIPs, ya que a bajas concentraciones, la relacion
entre los sitios de enlace y el analito es muy grande, el analito interacciona principalmente
con los sitios de alta afinidad en la regién de sub-saturacion del polimero, es decir, la

primera parte del grafico. A altas concentraciones, los sitios de alta afinidad se ven
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saturados con el analito, por lo que predomina la interaccion con los sitios de baja afinidad

alcanzando asi la region de saturacion de la isoterma [70-71].

5.5.2.2 Isoterma de adsorcion de eritromicina

La isoterma de adsorcion para eritromicina fue determinada bajo las mismas condiciones
descritas en el caso de la tilosina, es decir en un rango de 10 — 1000 mg/L a 25°C durante
24 h de contacto utilizando MIPgry como adsorbente.

Los resultados que se muestran en la Figura 23, denotan la presencia de una isoterma tipo

€c 9
S

lo cual es similar con lo encontrado en la adsorcion de tilosina, generalmente los
procesos de adsorcion observados en los MIPs muestran este tipo de comportamiento
debido a la heterogeneidad de los sitios activos que presentan en su estructura, es decir los

sitios impresos y no impresos [71].
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Figura 23. Isoterma de adsorcidn de eritromicina por MIPgya 25°C

Los datos experimentales se ajustaron a los modelos de Freundlich y Langmuir con la
finalidad de describir con mayor detalle el proceso de adsorcién, los resultados se

presentan en la Figura 24.
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Figura 24. Modelos de a) Lagmuir y b) Freundlich de adsorcion de eritromicina por MIPgy

Los datos presentan mayor correlacion por el modelo de Freundlich, caracteristico de
adsorbentes con sitios heterogéneos, en los cuales se ve favorecido el proceso de adsorcién
cooperativa en multicapas, el comportamiento del adsorbente es similar al que presento el
polimero impreso con tilosina dada la naturaleza similar de ambos analitos, sin embargo
se observa que el modelo de Langmuir no es capaz de describir de manera adecuada los
valores obtenidos experimentalmente, en la Tabla 22 se resumen los parametros

correspondientes a ambos modelos.

Tabla 22.- Parametros de adsorcién de los modelos de Freundlich y Langmuir

Modelo Parametro Valor
K. 0.021
Freundlich n 0.813
2

r 0.981

K. 6.31x 10
Langmuir Qi 97.0
F 0.531
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El valor de “n” obtenido para el modelo de Freundlich, es menor a la unidad, lo cual indica
la presencia de interacciones entre el adsorbato y el adsorbente, que pueden corresponder
a puentes de hidrogeno, ya que en la estructura de la eritromicina se encuentran presentes

grupos hidroxilo que pueden formar este tipo de enlaces con el polimero [68-69].

5.5.2.3 Isoterma de adsorcion de claritromicina

La isoterma de adsorcion para la claritromicina utilizando MIPciy como adsorbente se
obtuvo bajo las mismas condiciones definidas anteriormente para tilosina y eritromicina.
Los resultados obtenidos que se presentan en la Figura 25, muestran el comportamiento
caracteristico de los fendmenos de adsorcién por MIPs, es decir isotermas tipo “s”
atribuidbles a la formacidn de multicapas de adsorbato en la superficie del adsorbente, el
material muestra un comportamiento similar al obtenido para MIPty y MIREgry con sus

respectivas plantillas.
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Figura 25. Isoterma de adsorcion de claritromicina por MIPcyya 25°C

Los datos experimentales se ajustaron a los modelos de Freundlich y de Langmuir (Figura

26), obteniendo mejor ajuste con el de Freundlich, que es consistente con las isotermas
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tipo “s” ya que ambos corresponden a fendmenos de adsorcion por multicapas, los
parametros para dicho modelo se muestran en la Tabla 23, donde se observa que el valor
de “n” es menor a la unidad, lo cual corresponde a interacciones de tipo electrostaticas o

puentes de hidrogeno entre el adsorbato y el adsorbente.

~~ 64
= n
2
o) e
s} n oo \\\\ =
o} —
O - u T
[ |
] \I\ [ ]
0 T T T T T ' " " \\\
0 50 100 150 200 250 300 350
Ce (mg/L)

25 /_yl
4 | |

2.0 /
4 u

1.5 +

g .
(o) | =
3 1.0 4 a
0.5 .
[] u
0.0 — — T T T s

06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 286
Log Ce

Figura 26. Modelos de a) Lagmuir y b) Freundlich de adsorcién de claritromicina por MIPciy

Tabla 23.- Parametros de adsorcién de los modelos de Freundlich y Langmuir

Modelo Parametro Valor
K. 0.073
Freundlich n 0.695
¢ 0.947

K. 3.00x 103
Langmuir Qi 77.16
C 0.422
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5.5.3 Determinacion de las capacidades maximas de adsorcion

Dado que en los tres casos los datos experimentales fueron descritos de manera adecuada
por el modelo de Freundlich, fue necesario utilizar la metodologia de contactos
consecutivos para llevar a cabo la determinacion de la capacidad maxima de adsorcién
para los tres sistemas evaluados.

En la Figura 27, se observa que en el caso de la tilosina se realizaron 26 contactos,
obteniendo una Qmax de 437 mg/g, lo cual lo posiciona como un material efectivo para
Ilevar a cabo la adsorcion del macroélido de disoluciones acuosas en comparacién con lo
reportado por diversos autores [69-71], en el caso de la eritromicina, en el contacto 25 se
obtuvo una Qmax de 268 mg/g posicionandolo también como un adsorbente atractivo para
Ilevar a cabo este proceso de retencion del analito plantilla, MIPCly obtuvo un valor de
Qmax después de 25 contactos de 326 mg/g, valores que resultaron mayores a lo reportado

por diversos autores [48, 58, 68-72].
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Figura 27. Capacidad de adsorcion del tilosina por MIP+y, de eritromicina por MIPgy Yy de claritromicina
por MIPcyy.
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La tendencia observada para los tres materiales materiales es distinta, el material impreso
con tilosina tiende a adsorber mas rapidamente a su analito plantilla, ya que en el contacto
18 la capacidad es comparable con la méaxima obtenida para la eritromicina y en el
contacto 20, su capacidad es similar a la maxima obtenida para claritromicina. Estos datos
confirman lo que se observo mediante el ajuste a los modelos de Freundlich y Langmuir

donde se detectan notables diferencias entre la adsorcion de los tres macrolidos.

Los valores obtenidos para los tres sistemas se compararon con los reportados por distintos
autores [48, 58, 72-76] para diversos adsorbentes, dicha comparacién se muestra en la
Tabla 24. En los resultados de capacidad de adsorcion se observa que tanto MIPty como
MIPery y MIPcyy se posicionan con valores mayores a los obtenidos en distintos estudios
utilizando las mismas plantillas, lo que los vuelve adsorbentes bastante atractivos para
este tipo de sistemas, ademas de poseer la ventaja de provenir de materiales de desecho

que se pueden reinsertar en la cadena de consumo dandoles un valor agregado.

Tabla 24. - Capacidad maxima de adsorcién de macrélidos para distintos adsorbentes

Autor Adsorbente Analito Qmax (Mg/g)
[48] MIPE
Zhang Monémero = Acirglo acrilico Ery 70
[58] MIPe
Zhou Mondmero = Acirdyo acrilico Ery 94.1
[72] MIPg
Zhu Mon6mero = Acirélo acrilico El'y 47.4
Luo [73 Quitosan/celulosa Ty 59.3
Guo [ PVC Ty 3.33
Guo [ Black carbon Ty 119
MIPTy
Song [76] Mondmero = AciL(jjo acrilico CIy 342
Plantilla = Tulatromicina
Zhou 58] MIPery Cly 55.2

Monémero = Acido acrilico
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5.6 Implementacion de MIPty, MIPery y MIPcly como adsorbentes en SPE

Después de evaluar la capacidad de adsorciéon de los MIPs sintetizados, se estudio la
aplicacion de los mismos como adsorbentes para extraccion en fase sélida. Los estudios
se llevaron a cabo de acuerdo a la metodologia convencional de SPE, es decir se relizaron
las etapas de acondicionamiento, carga, lavado y elucion de los analitos.

Se llevaron a cabo una serie de experimentos con la finalidad de obtener los mejores
porcentajes de recuperacion, los pardmetros que se evaluaron fueron la composicion vy el
volumen de las soluciones de lavado y elucion.

Para la fabricacion de los cartuchos se empaquetaron 400 mg de cada uno de los MIPs
para ser utilizados en un método off-line.

Para obtener una extraccion adecuada, primeramente se llevd a cabo la etapa de
acondicionamiento de los cartuchos, para la cual se hicieron pasar 10 mL de metanol
anhidro. Posteriormente se hicieron pasar 5 mL de analito (tilosina, eritromicina o
claritromicina) con cuatro distintas concentraciones (1, 2, 20 y 200 mg/L) a flujo constante
de 1 mL/min.

Como tercera etapa se evaluo el solvente utilizado para el lavado, es decir para minimizar
las interacciones no especificas presentes en el cartucho, para esto se probaron tres
distintos solventes: agua, acetonitrilo y una solucion agua:acetonitrilo (1:1 v/v) utilizando
10 mL como volumen de solvente de lavado. En este punto se determiné la cantidad de
analito que fue eluida en el proceso de lavado, los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 28.
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Figura 28. Recuperacion de macrélidos con distintos solventes de lavado

Los mejores resultados se obtuvieron al utilizar acetonitrilo como solvente de lavado, al
hacer pasar a través del cartucho la solucion de cada uno de los farmacos, ya que bajo
esta condicion Unicamente se eluyo entre el 5y 7% del analito, es importante mencionar
que durante esta etapa lo que se busca es que la elucion sea la minima posible, es decir
lograr eliminar los interferentes de matriz pero retener al analito deseado. Teniendo en
cuenta lo anterior, el acetonitrilo fue seleccionado como solvente de lavado, ya que
permite maximizar las interacciones especificas y al mismo tiempo destruir las no
especificas ayudando a eliminar posibles interferencias de matriz.

La etapa determinante de la eficiencia del proceso de SPE es la elucion, para lo cual para
la evaluacion se utilizaron 10 mL de cada uno de tres distintos solventes, los cuales fueron
seleccionados mediante un analisis de la literatura existente: una solucion de NaH2POa:
acetonitrilo (1:1 v/v), metanol, y una disolucion de metanol:acido acético (99:1 v/v), los

resultados de la recuperacién obtenida para cada uno de ellos se muestran en la Figura 29.
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Figura 28. Recuperacion de macrolidos con distintos solventes de elucion

El mejor solvente fue el metanol, con el cual se alcanzaron valores de recuperacion de
alrededor del 93% para los tres macrolidos, esto coincide con lo utilizado durante el
método de sintesis empleado, ya que este mismo solvente fue el utilizado para eluir la
molécula plantilla de la matriz polimérica durante la metodologia de impresién molecular,
por lo que los resultados confirman la eficiencia del metanol durante el proceso tanto de
sintesis como de extraccion en fase solida, la polaridad de este solvente fue suficiente para
eliminar tanto las interacciones electrostaticas como los puentes de hidrégeno que se
establecieron entre el analito y el polimero.

Una vez seleccionado el solvente de elucion, se evaluaron volumenes de dicho solvente
entre 5y 15 mL, siendo el mejor resultando con 10 mL, en donde se obtuvo alrededor del
99% de recuperacion para los tres analitos, por encima de este volumen el proceso de
elucion no se ve favorecido, por lo que se decidio utilizar 10 mL para el proceso de SPE.
Durante la aplicacion de este tipo de materiales en cartuchos de SPE, la finalidad deseada

es disminuir el proceso que conlleva la limpieza de las muestras, es decir, la eliminacién
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de interferentes, por lo que aunque el volumen de eluente utilizado es mayor al volumen
original de la muestra, los MIPs ofrecen la ventaja de eliminar los interferentes que pueden
complicar la cuantificacion de los analitos.

En la Tabla 25 se resumen las mejores condiciones para llevar a cabo la extraccion de los
analitos por SPE. En esas condiciones se evalud la extraccion de los tres analitos de

disoluciones acuosas.

Tabla 25. Pardmetros para la extraccion en fase sélida de tilosina, eritromicina y claritromicina por MIPy,

MIPgry y MIPcyy
Parédmetro Valor
Flujo 1 mL /min
VVolumen de muestra 5mL
Solvente de lavado Acetonitrilo
Volumen de solucion de lavado 5mL
Composicion de eluente Metanol
Volumen de eluente 10 mL

Se evalud la recuperacién de los tres analitos en cuatro distintos niveles de fortificacién
(1, 2, 20, 200 pg/mL) bajo las condiciones anteriormente descritas, los analisis se

realizaron por triplicado, los resultados se presentan en la Tabla 26.
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Tabla 26. Recuperacion promedio (%) de farmacos macrélidos en medio acuoso para niveles de
fortificacion de 1, 2, 20 y 200 pg/mL por distintos adsorbentes

1 pg/mL 2 ug/mL 20 pg/mL 200 pg/mL

Ty Ery Cly Ty Ery Cly Ty Ery Cly Ty Ery Cly

PET 162 | 158 | 10.2 | 128 | 134 | 129 | 132 | 108 9.2 7.6 6.5 5.4

Cis 924 1918 | 927 ] 794 | 813 | 788 | 721 | 70.6 | 71.9 | 672 | 654 | 66.3

[«B]
o
SINMIP ) 763 | 754 | 778 | 568 | 685 | 663 | 55.3 | 532 | 589 | 56.4 | 58.7 | 562
£
2 MIPy | 101 | - = 98.4 = = 92,5 = = 50.0 = =
<
MIPgy | - | 993 | -- - 97.6 - - 91.8 - - 68.2 -
MIPqy | - - | 987 - - 193] - - 1908 ]| - - | 476

Los valores de recuperacion para los materiales impresos fueron aumentando conforme
disminuye la concentracion del analito de interés para los tres farmacos, alcanzando
valores de hasta 101% en el caso del cartucho MIP+y para la adsorcién de tilosina. Este
comportamiento es muy conveniente para la aplicacion que se desea utilizar los materiales
sintetizados, ya que generalmente en las muestras alimenticias se van a encontrar valores
dentro del rango de 0.5 -5 mg/L [77].

En el caso de la tilosina el m&ximo valor obtenido fue de 101% en la concentracion de
1 pg/mL, para MIPgy y MIPCyy, los valores maximos encontrados resultaron de 99.3 y
98.7% respectivamente.

Las recuperaciones obtenidas para los MIPs fueron comparadas con las presentadas por
el PET grado botella, PET-g-AA (17%), NMIP y C1g, resultando menores para el PET en
todos los niveles de concentracion, esto debido a la ausencia de grupos funcionales

capaces de interaccionar de manera especifica con los analitos de interés.
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La comparacion de los materiales impresos con los cartuchos comercialmente disponibles
de Cig, arrojo que en concentraciones de hasta 20 pg/mL, se ve favorecida la recuperacion
para los cartuchos MIPs sintetizados, sin embargo en el valor de fortificacion més elevado

se lograron mejores resultados con el cartucho de Cis.

5.7 Extraccion de macrdélidos de muestras alimenticias

Se obtuvieron resultados de SPE para los cartuchos molecularmente impresos (MIPTy,
MIPery y MIPciy) para dos distintas matrices: huevo y leche en cuatro distintos niveles de
fortificacion (1, 2, 20 y 200 pug/mL). Los resultados obtenidos para los productos lacteos

de los tres farmacos se resumen en la tabla 27.

Tabla 27. Recuperacion promedio (%) de farmacos macrélidos en muestras de leche para niveles de
fortificacion de 1, 2, 20 y 200 pg/mL por distintos adsorbentes

1 pg/mL 2 ug/mL 20 pg/mL 200 pg/mL

Ty Ery Cly Ty Ery Cly Ty Ery Cly Ty Ery Cly

MIP1y | 864 | - - | 748 - - 425 - - 36.2 - -
MIPgy| - | 883 | -- -- 73.1 -- -- 53.1 -- o= 38.7 -

MIPcay | - - | 791 -- -- 81.3 -- -- 58.6 - - 38.4

Los resultados muestran una tendencia similar a la observada para las disoluciones
acuosas, obteniendo mayor recuperacién en el nivel de fortificacion mas bajo (1 ug/mL).
Las recuperaciones en dicho nivel fluctdan entre 79 y 86% en todos los casos. Dado que
las concentraciones que se han reportado tanto en leche como en huevo en muestras de
este tipo son valores menores a 100 pg/mL [77], el comportamiento del material es

favorable y se sugiere que puede utilizarse como un adsorbente eficiente capaz de permitir
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el desarrollo de un proceso de purificacion y pre-concentracion de los analitos deseados
mediante la extraccion en fase solida.

En el caso de las muestras de huevo, los resultados se presentan en la tabla 28, donde se
muestra que los porcentajes de recuperacion siguen la misma tendencia que los observados
para leche, es decir son mayores a menor nivel de fortificacion, sin embargo los mayores
valores alcanzados fueron de alrededor del 80%, esto debido a que durante el proceso de
pre tratamiento de la muestra se obtuvo una solucién de consistencia gelatinosa, lo cual
puede ocasionar que al hacer pasar dicha muestra por los cartuchos se genere una
obstruccion de los mismos impidiendo el paso de los analitos, sin embargo, los resultados
obtenidos son favorables para que los cartuchos puedan ser utilizados en muestras con

baja concentracidn de macrolidos.

Tabla 28. Recuperacion promedio (%) de farmacos macrélidos en muestras de huevo para niveles de
fortificacion de 1, 2, 20 y 200 pg/mL por distintos adsorbentes

1 pg/mL 2 ug/mL 20 pg/mL 200 pg/mL

Ty Ery Cly Ty Ery Cly Ty Ery Cly Ty Ery Cly

MIPry | 776 | - | ~ | 8oL | - - |38 | - - |86 | - -
MIPg, | - |[613| - - | 765 | - - a2 | - ~ | 304 | -

MIPcy | - - |14 - - 78.3 - - 43.0 - - 29.7

Para las muestras de carne (tabla 29), se observa un fendmeno similar a lo presentado en
las muestras tanto de leche como de huevo. La mayor recuperacion fue obtenida a nivel
de fortificacion bajo (1 — 2 pg/mL), alcanzando valores alrededor del 50% de

recuperacion, esto debido a que no se logro extraer completamente al analito de la matriz
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mediante el proceso de pretratamiento, por lo que es recomendable buscar alternativas que

permitan mejorar la eficiencia de dicha metodologia.

Tabla 29. Recuperacion promedio (%) de farmacos macrélidos en muestras de carne para niveles de
fortificacion de 1, 2, 20 y 200 pg/mL por distintos adsorbentes

1 pg/mL 2 ug/mL 20 pg/mL 200 pg/mL

Ty Ery Cly Ty Ery Cly Ty Ery Cly Ty Ery Cly

MIP1y | 468 | - - | 504 [ -- - |76 | - - 2| - -
MIPey| - | 525 -- -- 45.7 -- -- 16.3 -- -- 13.4 ==

MIPcay | - - | 493] - - 36.3 - - 18.3 - - 115
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CONCLUSIONES
El analisis mediante espectroscopia de infrarrojo muestra el incremento en la intensidad
de la sefial de estiramiento C-H, por la presencia de los metilenos del trietilenglicol, y la
presencia de la sefial de O-H(s) en el espectro de infrarrojo del PETq con respecto al PET,

lo cual indica que se llevo a cabo el proceso de degradacion.

La reaccion de injerto de PET con acido acrilico en medio homogéneo resulté factible,
gracias a la degradacién parcial del PET grado botella mediante glicélisis que permitio

solubilizar el material en tetrahidrofurano

El medio en que se desarrolla la reaccion de injerto influye directamente sobre la
propagacion de los radicales libres e indirectamente sobre los porcentajes de injerto
obtenidos, esto se determin6 mediante la realizacion de las reacciones de injerto tanto en

medio homogéneo como heterogéneo.

La cantidad de injerto obtenido con persulfato de amonio como iniciador resulté menor al
obtenido con el perdxido de benzoilo, esto debido a que el exceso de radicales formados

en el medio favorece la reaccion de homopolimerizacion.

El andlisis mediante espectroscopia de infrarrojo muestra el incremento en la intensidad
de la sefial de estiramiento C-H y la presencia de la sefial de O-H(s) en el espectro de
infrarrojo del PETq con respecto al PET, lo cual indica que se llevo a cabo el proceso de

degradacion.

Mediante FTIR se corroboraron los cambios en los grupos funcionales que indican que se

Ilevaron a cabo las modificaciones en cada una de las etapas de sintesis.
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El andlisis por SEM presenta modificaciones en la morfologia del polimero, apreciandose
cambios significativos en la misma que indican que la modificacion de los polimeros se

llevo a cabo de manera satisfactoria.

Los andlisis térmicos denotan cambios en la rigidez de las cadenas poliméricas en cada una
de las etapas de sintesis, lo cual se aprecia en el desplazamiento de las transiciones térmicas
y es atribuible a las modificaciones estructurales del polimero, lo que permite corroborar que

se llevaron a cabo las reacciones tanto de injerto como de impresion molecular.

Los ensayos de adsorcion indican que existe reconocimiento molecular de los tres
materiales sintetizados hacia sus analitos plantillas, esto debido a que el coeficiente de

reconocimiento en cada caso resulté mayor a 1.

El fendmeno de adsorcion de macrélidos en los MIPs, se lleva a cabo mediante la formacion
de multicapas, esto de acuerdo a que se ajusto al modelo de Freundlich y la clasificacion de

las isotermas dentro del tipo ““s” para los tres materiales.

Los valores de recuperacion obtenidos con los materiales impresos para los tres farmacos
utilizados en cartuchos SPE, estan entre 99 y 101 % en el menor nivel de fortificacion
(1ug/mL). Los valores de recuperacion superan a los obtenidos con cartuchos comercialmente

disponibles (Cis), por lo que la implementacion de los MIPs sintetizados resulté exitosa .

En la recuperacion obtenida en muestras de leche para los materiales impresos hacia su
respectivo analito plantilla, los valores maximos entre 80 y 90%, en el menor nivel de
fortificacion (1ug/mL), indican la factibilidad de la implementacion de los MIPS sintetizados

en este tipo de aplicaciones para muestras de productos lacteos.
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La extraccion de macrélidos de matrices de huevo muestra un considerable efecto de matriz,
por lo que es necesario desarrollar una metodologia de pretratamiento que permita eliminar

dicha interferencia y por consiguiente elevar la recuperacion.

Los nuevos materiales molecularmente impresos presentan una capacidad de adsorcion
comparable con adsorbentes comerciales y algunos otros reportados por distintos autores, por
lo que pueden considerarse como un adsorbente prometedor para la adsorcion de farmacos de

diversas matrices.
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