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ABSTRACT

The protection and care of the environment, as a matter of actual concern, have
promoted the development of very selective and sensitive analytical methodologies for the
detection and determination of pesticides, or their metabolites, in complex environmental
matrices. Among the various proposals presented during the last years for the extraction
and preconcentration of organic micropollutants from these samples, Molecularly
Imprinted Polymers (MIPs) are outstanding. By comparison with other high selective
adsorbents, MIPs are advantageous because they are more stable and economical, so their
preparation is based on reagents and materials that are easily available and of low cost.
However, the development of a new MIP, with adequate properties for application in Solid
Phase Extraction (SPE) processes or for sensing purposes, is not straightforward.
Extensive work and multiple assays are required to optimize the conditions synthesis in
order to characterize the obtained materials and to develop the appropriate protocols for

the selected application.

This work describes the development and characterization of two new polymeric
materials, one was molecularly imprinted with ethylenthiourea, a metabolite of pesticides
Maneb and Zineb, while the other was imprinted with thiabendazole, a fungicide of the
benzimidazole family. The achievement of these materials represents an important

contribution in the area of molecularly imprinted polymers for different reasons. The first

Xi



material demonstrated the feasibility of generating specific sites in the polymeric structure
capable of recognizing very small molecules, such as ethylenthiourea. In the second case,
the synthesized material presented optimal properties for application as a very selective

adsorbent in the SPE of benzimidazole fungicides from aqueous matrices.

The ethylenthiourea imprinted polymer was obtained by bulk polymerization via free
radicals using the non covalent interaction approach for imprinting. Synthesis was carried
out using ethylenethiourea as template molecule, acrylamide and 4-vinylpyridine as
functional monomers, ethyleneglycol dimethacrylate as cross-linker, azo-bis-
isobutyronitrile as initiator agent and acetonitrile as porogen. The chromatographic
characterization of the finally obtained material indicated the generation of a
heterogeneous population of imprinted sites with very different bonding energies. Some
sites exhibited too strong interactions with ethylenthiourea, which rendered impossible the
quantitative elution of the analyte in SPE experiments. However, the synthesized MIP was
capable of removing and preconcentrating relatively large amounts (ug) of ethylenthiourea
from an organic matrix (acetonitrile) containing trace level concentrations of this
compound (<50 ng mL-'). Therefore, this material could be eventually applied as sensor of

ethylenthiourea in sediment, soil or biological tissue extracts.

The thiabendazole imprinted polymer was synthesized by precipitation polymerization
via free radicals, using the non covalent approach for imprinting. The pre-polymerization
mixture was prepared using thiabendazole as template, methacrylic acid as functional
monomer and divinylbenzene (DVB) as cross-linker. Chromatographic characterization of

the obtained material demonstrated that this MIP was capable of selectively rebinding

Xii



thiabendazole and other benzimidazole compounds (carbendazim and benomyl) commonly
used as fungicides or anthelmintics, from aqueous solutions. Therefore, this material was
used as selective sorbent for the multiresidual determination of benzimidazole compounds
in water samples. The developed procedure is based on the on-line enrichment of the water
sample on a MIP column and subsequent analysis of benzimidazole compounds by
reversed phase HPLC-UV. This methodology has been successfully applied to the
quantification of thiabendazole, carbendazim and benomyl in river water samples within a

single analytical run at concentration levels below the ppb level (<1 ng mL").
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RESUMEN

El interés actual por el cuidado y proteccion del medio ambiente, ha impulsado el
desarrollo de metodologias analiticas cada vez mas sensibles y selectivas para la
deteccion y determinacion de pesticidas, o sus metabolitos, en las complejas matrices
ambientales. Entre las diversas propuestas que han surgido en los ultimos afios para la
extraccion y preconcentracion de microcontaminantes organicos en este tipo de muestras,
destacan los polimeros impresos molecularmente (PIM’s). Con respecto a otros
adsorbentes de alta selectividad, los PIV's presentan la ventaja de ser muy estables y
economicos, pues los reactivos y materiales requeridos para su preparacion son
facilmente accesibles y de bajo costo. Sin embargo, el desarrollo de un nuevo PIM, con
propiedades adecuadas para su uso en sistemas de extraccion en fase sdlida (EFS) o
como sensor, implica un extenso y arduo trabajo para la optimizacion del proceso de
sintesis, la caracterizacion del material obtenido y la puesta a punto de condiciones

Optimas para la aplicacion deseada.

En este trabajo se describe el desarrollo y caracterizacion de dos nuevos materiales
poliméricos, uno impreso molecularmente con etiléntiourea, metabolito de los pesticidas
Maneb y Zineb, el otro impreso con el fungicida tiabendazol. La obtencion de estos
materiales representa una contribucién importante en el area de los polimeros impresos

por diferentes razones. Con el primer material se demostré que es posible generar en la
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estructura polimérica sitios de reconocimiento especifico para moléculas muy pequenas,
como lo es la etiléntiourea. En el segundo caso se logré obtener un material con 6ptimas
propiedades para su aplicacion como adsorbente de muy alta selectividad en la EFS de

algunos bencimidazoles a partir de matrices acuosas.

El polimero impreso con etiléntiourea se obtuvo mediante el método de polimerizacion
en bloque via radicales libres, utilizando el formato de impresion por interacciones no
covalentes. Este material fue sintetizado utilizando etiléntiourea como molécula plantilla,
acrilamida y 4-vinilpiridina como monémeros funcionales, etilenglicol dimetacrilato como
agente de entrecruzamiento, azo-bis-isobutironitrilo como agente iniciador y acetonitrilo
como disolvente porogeno. La caracterizacion cromatografica del material finalmente
obtenido indicé la presencia de sitios impresos heterogéneos con muy diferentes energias
de enlace; algunos sitios exhibieron interacciones muy fuertes con la etiléntiourea, lo cual
impidio la elucion cuantitativa de este analito en experimentos de extraccion en fase
sélida. Sin embargo, el PIM sintetizado fue capaz de remover y preconcentrar cantidades
relativamente importantes de etiléntiourea (jg) a partir de una matriz organica (acetonitrilo)
donde la concentracién del analito era del orden de trazas (€50 ng mL-). Por ello, este
material podria tener aplicacion como sensor de etiléntiourea en extractos de sedimentos,

suelos o tejido biolégico.

El polimero impreso con tiabendazol se sintetiz6 por el método de polimerizacion
por precipitacion via radicales libres, utilizando el formato de impresién por interacciones
no covalentes. La mezcla de prepolimerizacion se preparé usando tiabendazol como

molécula plantilla, acido metacrilico como monoémero funcional y divinilbenceno como
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agente de entrecruzamiento. La caracterizacion cromatografica del material obtenido
mostré que este PIM era capaz de reenlazar selectivamente tiabendazol y otros
bencimidazoles (carbendazim y benomil) comunmente utilizados como fungicidas o
agentes antihelminticos, a partir de disoluciones acuosas. Debido a ello, el material fue
empleado como adsorbente selectivo en la extraccion de estos bencimidazoles en
muestras acuosas. El procedimiento desarrollado comprende la recuperaciéon y
enriquecimiento de los analitos en una columna de EFS empacada con el PIM, su
transferencia en linea al sistema cromatografico y la subsecuente separacion y analisis de
los bencimidazoles mediante CLAR-UV. Este procedimiento ha sido aplicado exitosamente
en la determinacion simultanea de tiabendazol, carbendazim y benomil en muestras de
agua de rio fortificadas con los analitos a niveles de concentracion del orden de las partes

por billon (1 ng mL").
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I. INTRODUCCION

A finales del siglo pasado se registraron grandes avances en el campo de la instrumentacion
analitica, los cuales condujeron al desarrollo de herramientas de analisis muy poderosas,
principalmente a través del acoplamiento de las técnicas de separacion y las técnicas de
deteccion o caracterizacién. Surgieron asi los sistemas acoplados (CG-EM, CLAR-EM, CG-FTIR,
FIA-ICP, etc.) que permitieron resolver eficaz y eficientemente problemas analiticos muy variados

en tiempos relativamente cortos.

Sin embargo, la capacidad de esta instrumentacion no es aun suficiente para cuantificar o al
menos detectar compuestos que se encuentran al nivel de trazas o ultratrazas en matrices
complejas, constituidas por muchos otros compuestos quimicos millones de veces mas
concentrados. Como ejemplo se puede mencionar a los contaminantes organicos en matrices
ambientales, los farmacos en fluidos biologicos, algunas sustancias altamente tdxicas en tejidos
de plantas y animales, etc. En estos casos, ha sido generalmente necesario efectuar largos y
complicados procedimientos de preparacion de muestra, para aislar, purificar y preconcentrar a la

sustancia de interés previo a sus analisis por alguna técnica instrumental eficaz.

Esta paraddjica disimetria entre los rudimentarios procesos de preparacion de muestra y las
avanzadas técnicas instrumentales de analisis, ha provocado el desarrollo de nuevas

metodologias para el tratamiento previo de la muestra. En el caso de los compuestos organicos




I. INTRODUCCION

en matrices liquidas, la extraccion en fase solida (EFS) ha resultado ser una alternativa
excelente, que poco a poco esta sustituyendo a los tradicionales y tediosos procesos de
extraccion liquido-liquido (ELL), y cuyas investigaciones mas recientes han sido enfocadas hacia
el desarrollo de materiales adsorbentes mas selectivos. Entre los materiales mas interesantes se
encuentran los Polimeros Impresos Molecularmente (PIM’s), los cuales debido a su forma de
preparacion, ofrecen un enlazamiento altamente selectivo hacia el analito para el cual fueron
desarrollados, ademas de estabilidad frente a cambios de pH, fuerza ionica, temperatura y

presion.

La presencia cada vez mayor de sustancias altamente toxicas en el ambiente, como son los
microcontaminantes organicos se ha convertido en una de las principales preocupaciones de la
sociedad actual. Para limitar sus efectos y prevenir dafios en la salud y vida humanas se han
establecido, en la mayoria de los paises, normas muy severas que limitan fuertemente las
concentraciones maximas admisibles (CMA) de estas sustancias en el agua, aire o suelo.
Desafortunadamente en muchos paises (incluido México) estas normas no se cumplen por la
gran dificultad (traducida en alto costo) que representa el andlisis de algunas de estas sustancias.
Tal es el caso de los pesticidas polares y de algunos de sus metabolitos, que en ocasiones
resultan ser mas toxicos que la sustancia original. Un ejemplo de esto es la etiléntiourea, un
metabolito del Maneb (pesticida de la familia de los etilénbisditiocarbamatos) cuyos efectos
carcindgenos han sido bien documentados. EI Maneb (Mancozeb o Manzate) se utiliza
extensamente en los cultivos de citricos; en el ambiente se transforma rapidamente en
etiléntiourea, cuya toxicidad es mas alta que la del pesticida original. Cabe mencionar que por su

pequefio tamafo y alta polaridad, la etiléntiourea es sumamente dificil de extraer, aislar y
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preconcentrar a partir de matrices ambientales (p. ej. aguas superficiales, suelos, etc.), tejidos

bioldgicos, etc.

Por otro lado se sabe que algunos miembros de la familia de los bencimidazoles, agentes
antihelminticos de amplio espectro, utilizados en el tratamiento de infecciones de origen
parasitario y como agentes fungicidas en el control de plagas de cultivos durante su
almacenamiento y transporte, presentan efectos teratogénicos y embriotoxicos en especies
animales. Debido a esto, también ha sido necesario fijar las concentraciones maximas
permisibles de estos compuestos en diferentes matrices. Desafortunadamente, la presencia de
interferentes de matriz hace dificil su determinacion, por lo que es necesario realizar un paso de
preparacion de muestra previo a su analisis, con el cual se logre disminuir el efecto matriz y
ademas se pueda preconcentrar a los analitos. La extraccién liquido-liquido ha sido la técnica de
preparacion de muestra mas comunmente utilizada en el analisis de estos pesticidas. Sin
embargo, la polaridad y los valores de pKa entre estos compuestos y sus metabolitos pueden
diferir enormemente, haciendo dificil el desarrollo de un método multi-residuos, que ademas
posea la sensibilidad adecuada para determinar estas especies en bajos niveles de

concentracion.

Considerando lo anterior, y para contribuir de alguna manera a resolver los graves problemas
ambientales, el presente proyecto de investigacion se enfocd en el desarrollo de nuevos
materiales adsorbentes para la extraccion en fase sélida de compuestos de interés ambiental y
su aplicacion en la generacién de métodos analiticos simples y confiables, para la determinacién
de los correspondientes pesticidas (0 sus metabolitos) en matrices complejas. Para este

propdsito se optd por explorar la sintesis de polimeros molecularmente impresos, ya que los
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adsorbentes obtenidos por esta via, ademas de presentar una alta selectividad, aventajan a otros
materiales similares (p. €j. inmunoadsorbentes) por su gran estabilidad y su bajo costo. La
sencillez, robustez y eficacia que pueden alcanzar los métodos analiticos basados en la EFS con
polimeros impresos provienen fundamentalmente de las caracteristicas propias del adsorbente.
Estas cualidades podrian promover a futuro el uso generalizado de los PIM’s en analisis

ambientales de rutina.
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Objetivos generales:

v' Sintetizar, caracterizar y evaluar nuevos materiales adsorbentes de alta selectividad con
el fin de utilizarlos para la extraccion en fase solida de pesticidas en matrices acuosas
ambientales. Asimismo desarrollar métodos analiticos por Extraccion en Fase Solida-
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (EFS-CLAR) para la determinacion de

dichos compuestos a muy bajos niveles de concentracion (ug mL-' o menores).

Objetivos particulares:

v" Sintetizar y caracterizar nuevos materiales impresos para etiléntiourea.

v" Evaluar el efecto de las proporciones y naturaleza de los reactivos utilizados durante la

sintesis de los polimeros impresos para etiléntiourea.

v" Sintetizar y caracterizar nuevos materiales impresos para bencimidazoles.

v" Desarrollar una nueva metodologia para la preconcentracion y determinacion de
tiabendazol, carbendazim y benomil en niveles de concentracion del orden de ug mL' o

menores en muestras acuosas, utilizando un sistema en linea de EFS-CLAR.
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lIl. ANTECEDENTES

3.1 Polimeros impresos molecularmente (PIM’s)

Durante los ultimos afios, los polimeros impresos molecularmente (PIM’s) han sido utilizados
exitosamente como adsorbentes selectivos en procedimientos de Extraccién en Fase Soélida
(EFSIM). Los PIM’s son polimeros sintéticos entrecruzados, obtenidos mediante la
copolimerizacion de un mondmero (0 mondmeros) y un agente de entrecruzamiento en presencia
de una molécula plantilla en el disolvente porégeno adecuado. Después de la polimerizacion, la
plantilla es removida del arreglo poroso mediante un lavado, dejando cavidades en la matriz
polimérica que le son complementarias en tamafio, forma y funcionalidad quimica.
Posteriormente, cuando una muestra que contiene esta molécula es cargada en un cartucho
empacado con el PIM en un procedimiento tipico de Extraccion en Fase Soélida, el polimero es
capaz de reenlazar selectivamente al analito (o analitos de estructura muy similar), en las
cavidades que fueron formadas durante el proceso de polimerizacion, pudiendo ser

posteriormente eluido(s) libre(s) de compuestos interferentes de la matriz.()

3.1.1 Sintesis de los polimeros generados por impresion molecular

La sintesis de los PIM’s consta de tres etapas basicas las cuales aparecen esquematizadas
en la Figura 3.1. Durante la primera etapa se ponen en contacto el analito plantilla y el mondémero

funcional, dando lugar a la formacién del complejo de pre-polimerizacion. Es importante destacar
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que las propiedades del copolimero obtenido dependen en gran medida de la estabilidad y del
tipo de enlace formado en esta etapa. En la segunda etapa se lleva a cabo el proceso de
copolimerizacion, el cual generalmente sigue un mecanismo de propagacion via radicales libres y
puede ser inducido tanto térmica como fotoquimicamente. Sin embargo, todos los tipos de
polimerizacidn (via radicales, catiénica, anidnica y de condensacion) pueden ser utilizados para la
impresion molecular. El Unico requisito es que la polimerizacion pueda proceder
satisfactoriamente bajo las condiciones donde todos los componentes (plantilla, monémeros,
agente de entrecruzamiento y complejo de prepolimerizacién en el caso de la impresion
molecular no covalente) permanezcan intactos. Por ultimo, en la tercera etapa se elimina el
analito plantilla de la matriz polimérica, liberando cavidades que son capaces de reconocerlo

selectivamente.()

1)

Formacién del complejo

mondmero-molécula plantilla
—————————

N

Molécula
plantilla

Molécula

plantilla @

1.| Entrecruzante
2.| Copolimerizacion (2)
(Pordgeno)

(3)

Remocion plantilla

———
————————

Re-enlazamiento

Molécula
plantilla

Sitio de reconocimiento

Figura 3.1. Etapas implicadas en la sintesis de los polimeros impresos molecularmente.
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3.1.1.1 Copolimerizacion

Muchos de los polimeros impresos a la fecha son copolimeros, es decir, materiales
producidos mediante la incorporacién de al menos dos mondémeros en el polimero. En la
polimerizacion de divinil y monoviniimondmeros inicialmente se forman cadenas primarias, en las
cuales los dobles enlaces terminales participan en los procesos de entrecruzamiento para
generar el copolimero. Dependiendo de la reactividad relativa de los mondmeros se producen

diferentes tipos de polimero. En el caso de polimeros de vinilo lineales existen:

—7 Copolimeros estadisticos, formados cuando los monoémeros constituyen la cadena
en un arreglo estadistico.

=~ Copolimeros alternantes, cuando existe una tendencia de reaccién en la cual los
mondmeros reaccionan el uno con el otro.

—7 Copolimeros en bloque, donde en forma contraria a los alternantes los monémeros

tienden a reaccionar con ellos mismos.

Con la finalidad de predecir la formacidn de las estructuras poliméricas, la reactividad relativa
de los mondmeros debe ser estimada. Para este propésito la cinética de reaccion

correspondiente debe ser definida:

M1 + My My
M1 + M ke -Mi2
-M2 + M K2z -M22
M2 + My oy -Mas
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Donde ki1, ka2 ¥y Kiz, K21 son las constantes de velocidad para las correspondientes
reacciones de propagacion consigo mismo y de propagacién cruzada. Las relaciones de
reactividad, ri= ky1/kiz y r2= Kao/kz1, dan informacion acerca de la tendencia de los monémeros
para formar bloques o estructuras alternantes cuando copolimerizan con otro mondémero dado.
Estas cantidades proporcionan la composicion del polimero, si r1= r;= 1, la copolimerizacion es
considerada ideal y los monémeros seran incorporados al azar en el polimero. Cuando tanto r1 y
r, son grandes, una tendencia hacia la formacion del polimero en bloque es la esperada, mientras
que cuando los valores son pequefios, una tendencia alternante sera la observada. Para evitar

estas estructuras el producto rir; deberé ser cercano a 1.)

3.1.1.2 Tacticidad

Si los substituyentes de uno de los carbonos vinilicos son diferentes entre si, la
polimerizacién producira centros pseudoquirales a través de la cadena polimérica. Dependiendo
de la estereoquimica de cada centro, el polimero puede ser: Isotactico si las configuraciones
estan del mismo lado de la cadena o sindiotactico si se encuentran en forma alternante. Si no
existe una configuracién que se repita la estructura es atactica. La estereoregularidad tiene la
mayor influencia en las propiedades fisicas y quimicas del polimero. Para el caso del
polimetacrilato de metilo (p-MAM), la flexibilidad de la cadena polimérica en disolucién disminuye
en el orden sindiotactico> atactico> isotactico, mientras que la temperatura de transicion vitrea
varia en la direccidn opuesta. En la impresion molecular, un punto importante es si la plantilla es
capaz de inducir una tacticidad preferente que eventualmente influya sobre las propiedades de

reconocimiento molecular.?
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3.1.1.3 Polimerizacion via radicales libres

Los dobles enlaces de muchos compuestos vinilideno de estructura general CH2=CR1R2,
pueden reaccionar con radicales libres, cationes o aniones, formando especies transientes con
un tiempo de vida lo suficientemente grande como para adicionar en su estructura a otra
molécula, la cual debe contener al menos un doble enlace. Esto genera un centro activo nuevo y
la repeticién de este proceso de adicidn provoca la formacion del polimero. El crecimiento de la

cadena polimérica es detenida mediante varios mecanismos de terminacion.

Los pasos clave de una polimerizacion son:
(i) Iniciacion,
(if) Propagaciony

(iii) Terminacion.

i. Iniciacion

Un agente de iniciacion, generalmente un compuesto azo o peroxido, es sometido a un
tratamiento térmico o fotoquimico con el cual es posible generar radicales libres. Este paso puede
hacerse a diferentes temperaturas por lo que es posible evitar problemas de labilidad térmica o

solubilidad de la plantilla a imprimir. Posteriormente, cada radical libre puede reaccionar con el

monoémero olefinico correspondiente (Fig. 3.2).

-10-
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hvoA
RN=NR —_— 2R+ N,T ()
R R4
R . -+ — —_— R . (b)
Rz Rz

Figura 3.2. Mecanismo de iniciacion. (a) Homolisis del agente de iniciacion, (b) Generacién del radical

olefinico.

ii. Propagacion

Una cadena guia es formada cuando un radical libre y una unidad de mondémero nueva
reaccionan y la propagacion ocurre mediante la adicién de monémeros nuevos para producir

cadenas poliméricas lineales primarias:

RMn' + M —- RMn+1 *

El avance de la reaccion puede ser monitoreado a través de la desaparicion del monomero.

-11-
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iii. Terminacion

La propagacién continia hasta que el radical libre reacciona y forma un enlace covalente
inactivo, con lo que se alcanza la etapa de terminacion de la polimerizacion. Esto puede ocurrir
cuando la concentracion de radicales libres es elevada o cuando se encuentran presentes

agentes de transferencia de cadena. Los mecanismos de terminacion que pueden ocurrir son a

partir de:

a. Lainteraccién de dos cadenas activas terminales,
b. La transferencia del centro activo a otra molécula, la cual puede ser disolvente, iniciador,
monomero o plantilla

c. Lainteraccion con impurezas (por ejemplo oxigeno) o inhibidores.

Interaccion de dos cadenas activas terminales

o

Esta forma es la mas importante y puede ocurrir mediante dos mecanismos: por combinacion

y por desproporcion (Fig. 3.3).
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Combinacion
Rz R
R4
R-] R2 R2
2 R1 - e R-]
Ry
RZ R'I R2
Desproporcion
R2 RZ RZ
R4 Ry Ry
2 R‘I - —_— Ry — + Ry
Rz R Rz

Figura 3.3. Mecanismos de combinacion y desproporcion.

En el caso de metiimetaacrilato (MMA) el mecanismo por combinacion es el mas comun
cuando la temperatura de polimerizacion es menor que 330 K, mientras que el de desproporcidn

predomina por encima de esta temperatura.

b. Transferencia del centro activo

En la polimerizacion via radicales libres este tipo de transferencia es el mecanismo de
terminacion menos esperado, ya que la cadena polimérica creciente puede transferir el radical a

otras especies, provocando la terminacién de una cadena pero generando un nuevo radical que
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reaccionara posteriormente. Los tipos de transferencia del centro activo que pueden ocurrir son

los siguientes:

Transferencia al mondmero: este tipo de transferencia involucra la abstraccion de un

hidrogeno radical del monémero.

Transferencia al iniciador: este tipo de mecanismo ocurre cuando hay transferencia de
radicales al iniciador. Los perdxidos organicos son particularmente susceptibles a este

tipo de transferencia, mientras que los iniciadores azo no lo presentan.

Transferencia al polimero: provoca la ramificacion del polimero y ocurre en la

copolimerizacion del MMA y el etilenglicol dimetacrilato (EGDMA).

Transferencia al disolvente: numerosos disolventes son reactivos hacia los radicales
libres. Los disolventes halogenados pertenecen a este grupo y el CCls es
particularmente reactivo. Estos reaccionan con la cadena polimérica creciente mediante
la abstraccidn de un radical cloro y el radical disolvente también puede iniciar una nueva

cadena o terminar el crecimiento de otra.

Transferencia a la plantilla: muchas moléculas plantillas no son compatibles con las
reacciones de radicales libres ya que se comportan como unidades de monémero o

pueden ser capaces de transferir radicales hacia el polimero creciente o el disolvente.
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c. Inhibidores

Algunos compuestos reaccionan con los radicales iniciales para producir especies no
reactivas, a este proceso se le conoce como inhibicion. Un agente de inhibicion para
polimerizaciones de vinilos es la hidroquinona, la cual reacciona transfiriendo dos radicales

hidrégeno hacia dos radicales iniciadores, produciendo quinona y el iniciador inactivo (Fig. 3.4).

OH o]

2R- + E—— + 2RH

OH 0]

Figura 3.4. Mecanismo de inhibicion por efecto de hidroquinona.

La presencia de inhibidores provoca un retraso en el tiempo de polimerizacién y una

disminucion de la concentracion del iniciador.

Con la finalidad de prevenir la polimerizacion de los monémeros, a menudo son almacenados
en presencia de un inhibidor; la cantidad y tipo de éste puede variar dependiendo del monémero

y del fabricante.2)

-15-


../../../../../Documents%20and%20Settings/luz%20elena/Mis%20documentos/Bibliografía.doc#b

ll. ANTECEDENTES

3.1.1.4 Formatos de polimerizacién para la obtencion de PIM's

A la fecha, se han sintetizado materiales impresos utilizando diversos métodos de
polimerizacién; cada forma de obtencion influye sobre la morfologia del polimero y debido a esto,
es posible generar particulas esféricas mono o polidispersas, particulas de tamafio de poro

controlado, agregados aleatorios de particulas, bloques, etc.®)

En la produccién de polimeros impresos convencionales, monoliticos y esféricos, se utiliza
una gran cantidad de entrecruzante. En consecuencia, la fraccion de mondmeros totales en el
medio de reaccion puede oscilar entre el 20 y el 50% (v/v) con respecto al disolvente. La
separacién de fases ocurre cuando se inicia la formacion de gel cuando se tiene al menos un
entrecruzamiento en la cadena polimérica. Los polimeros impresos con un pequefio intervalo de
porosidades pueden ser preparados mediante el control del punto de separacion de fase, el cual
depende de la naturaleza y del volumen de porogeno, y de la cantidad de entrecruzante utilizado.
En los sistemas de reaccion mas diluidos, las cadenas de polimero crecientes no son capaces de
ocupar el volumen total de la mezcla, lo que ocasiona la dispersidn de las particulas del macrogel

en el disolvente.®

En la Tabla 3.1 se presentan algunos de los métodos de polimerizacion reportados en la

bibliografia.
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Tabla 3.1. Métodos de polimerizacion para la obtencion de PIMs.?

Método de polimerizacion

Morfologia

Polimerizacion en bloque

Precipitacion

Suspension en agua

Suspension en perfluorocarbono

Polimerizacion en dos etapas

En columna (por dispersion)

En columna (bloque)

Polimerizacién sobre superficie de latex

Polimerizacion en particulas de silice

Agregados aleatorios de particulas irregulares (después

de triturar y tamizar)

Particulas esféricas polidispersas

Particulas esféricas polidispersas

Particulas esféricas polidispersas

Particulas esféricas monodispersas

Agregados aleatorios (sin estabilizantes)

Particulas esféricas monodispersas (con estabilizantes)

Monolito (bloque)

Particulas esféricas monodispersas

Particulas esféricas monodispersas de porosidad controlada

Es importante mencionar que el método de polimerizacion también puede afectar el

reconocimiento de los analitos por parte del polimero. En un trabajo de polimeros impresos con

propazina obtenidos mediante dos formas de polimerizacion, en bloque y por precipitacion, se

demostro la variacion de las propiedades de reconocimiento (afinidad, capacidad, homogeneidad

y selectividad) de los materiales obtenidos.® En otro estudio, Pérez-Moral y Mayes®

demostraron la influencia del método de polimerizacién en el reconocimiento de propanolol

(analito-plantilla). Los procedimientos empleados por estos autores fueron: la polimerizacién en
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bloque, por suspension, por precipitacion y en emulsiones de tolueno y agua. El maximo
reconocimiento se alcanzd cuando la muestra se cargdé en tolueno empleando el polimero

obtenido por precipitacion.

En las siguientes secciones se describen los métodos de polimerizacién en bloque y por
precipitacion, ya que estos dos protocolos de sintesis fueron utilizados en la obtencion de los

polimeros impresos desarrollados en este trabajo de investigacion.

3.1.1.4.1 Polimeros en bloque

Generalmente los PIM’s han sido (y contintan siendo) preparados como monolitos mediante
la polimerizacion en bloque de mezclas de mondmeros vinilicos con iniciacion por via radicales
libres. La obtencion del material en muchos casos se realiza utilizando una relacién 3:4 viv de
unidades polimerizantes totales-porégeno. Una vez obtenido el polimero, es necesario someterlo
a un proceso de molienda y en algunos casos a uno de tamizado, con la finalidad de fraccionarlo
por tamafo de particula. Debido a estos procesos, el PIM obtenido mediante esta técnica
presenta bajos rendimientos y se encuentra constituido por particulas irregulares. Estas
particulas a menudo muestran buena selectividad y alta afinidad por la plantilla utilizada, pero
también presentan baja capacidad y dificil accesibilidad hacia los sitios de impresién por la
molécula-plantilla®). No obstante, estos materiales han sido ampliamente utilizados en
experimentos de Extraccion en Fase Sélida (EFS), Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

(CLAR) y Electrocromatografia Capilar (ECC).6-7)
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3.1.1.4.2 Polimerizacion por precipitacion

La impresién molecular de esferas de microgel es una técnica basada en la polimerizacién
por precipitacion de los monémeros funcionales y el agente de entrecruzamiento en presencia de
la molécula plantilla, involucra la obtencidn del material impreso en una disolucion diluida (<5%,
p/v.mondmeros/pordgeno).® Debido a que no se utilizan componentes interferentes como
surfactantes o estabilizantes, las microesferas obtenidas del PIM son uniformes y faciles de
manejar; por ello es viable realizar una modificacién post-impresion mediante la introduccion de
una funcionalidad secundaria. Por otro lado, la mejor accesibilidad hacia los sitios especificos de
enlace que presentan los PIM’s obtenidos mediante esta técnica, es sin lugar a dudas una

ventaja al compararlos con los PIM’s en bloque.(-10)

3.1.1.5 Formatos de impresion molecular

Existen tres métodos para la introduccion de la funcionalidad en los sitios de reconocimiento

de los polimeros impresos: via interacciones no covalentes, covalente y semicovalente.

3.1.1.5.1 Via no covalente

Este procedimiento de sintesis fue introducido por Arshady y Mosbach(!") y esta basado en la
formacion de interacciones no covalentes relativamente débiles, como los puentes de hidrégeno,
los pares idnicos y las interacciones dipolo-dipolo, entre los mondmeros y el analito plantilla antes
de la polimerizacion. Este procedimiento es el mas utilizado para la preparacion de PIM’s debido
a su simplicidad experimental (solamente es necesario mezclar la plantilla y los monémeros en el

disolvente adecuado) y a la disponibilidad de una amplia variedad de monémeros capaces de

-19-



ll. ANTECEDENTES

interaccionar con casi cualquier tipo de plantilla. Sin embargo, este tipo de preparacion presenta
algunos inconvenientes ya que el paso de prepolimerizacion es un proceso no bien definido, en el
cual se forman complejos plantilla-mondmero de diferente estequiometria, que a su vez generan
diferentes sitios de enlace. Adicionalmente, ya que las interacciones plantilla-monémero estan
gobernadas por un equilibrio, es necesario utilizar una cantidad considerable de mondmero con la
finalidad de desplazarlo hacia la formacion del complejo plantilla-monémero. Como
consecuencia, el exceso de monémero libre, incorporado al azar en la matriz polimérica, genera
la formacion de sitios de enlace no selectivos. En este sentido, algunos autores han reportado
dificultades en la determinacién cromatografica de moléculas plantilla después del EFSIM, como
lo es la coextraccion de algunos componentes de la matriz(12-19), o la pérdida del desempefio del
PIM atribuida a compuestos de la matriz que quedan fuertemente enlazados en el polimero

después de haberlo utilizado.(16-17)

3.1.1.5.2 Via covalente

Este procedimiento fue introducido por Wulff y Sarchan('®) e involucra la formacion de enlaces
covalentes reversibles entre la plantila y los monomeros antes de la polimerizacion.
Posteriormente la molécula plantilla es removida del polimero mediante la ruptura de los enlaces
covalentes correspondientes, los cuales volveran a formarse para reenlazar al analito. Es
evidente que la alta estabilidad y definicion de las interacciones plantilla-monémero, generadas
por los enlaces covalentes antes de la polimerizacién, provocaran una poblacion de sitios de
enlace mas homogéneos, minimizando la existencia de sitios no especificos. Sin embargo esta
via de obtencién de PIM’s algunas veces es restrictiva, ya que no es facil el disefio de un

complejo apropiado plantilla-monomero, en el cual la formacién y la ruptura del enlace covalente
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sean reversibles bajo condiciones suaves. Solamente un nimero limitado de compuestos, tales
como alcoholes (dioles), aldehidos, cetonas, aminas y acidos carboxilicos, pueden ser impresos

mediante esta técnica.

3.1.1.5.3 Via semicovalente

Esta forma de obtencion de polimeros impresos, atribuida a Whitcombe y colaboradores(19),
ofrece una alternativa intermedia en la cual la plantilla es enlazada covalentemente al monémero
funcional, como en la forma covalente, pero el re-enlazamiento posterior de la plantilla esta
basado Unicamente en interacciones no covalentes. Al realizar el proceso de impresion mediante
esta técnica es posible obtener sitios con afinidad de re-enlazamiento méas uniformes('9), y como
este re-enlazamiento es llevado a cabo por interacciones no covalentes, no presenta problemas

de restriccion cinética excepto cuando se trata de la difusidn de la molécula-plantilla.(20)

Esta metodologia se ha aplicado con éxito en la sintesis de polimeros impresos capaces de
reconocer, entre otros muchos compuestos, nandrolona®, propofol@!), bisfenol A®),

testosterona(?), 4-nitrofenol(@3) y esteroides.?4)

3.1.1.6 Optimizacién de la sintesis de PIM's

Entre los parametros a optimizar en la sintesis de los polimeros generados por impresion
molecular se encuentran: la naturaleza y cantidad del monoémero, del iniciador, del entrecruzante
y del porégeno, la forma de iniciacién de la polimerizacion y la metodologia de produccion del

polimero. (2. 25-26)
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Debido al elevado numero de variables que pueden influir en la sintesis de los polimeros
impresos y en su posterior aplicacion, la optimizacion es considerablemente compleja. En la
actualidad se han desarrollado tres tipos de aproximaciones para facilitar dicha optimizacién: el
empleo de mini-PIM’s, la utilizacion de métodos quimiométricos y el estudio de la dinamica

molecular de la interaccion del analito plantilla con diferentes polimeros modelados previamente.

3.1.1.6.1 Mini-PIM's

El empleo de mini-PIM’s fue desarrollado por los grupos de Takeuchi@) y Sellergren(28), En
esta técnica se utiliza un dispensador automatico de disoluciones, que proporciona volimenes
pequefios de cada uno de los reactivos que intervienen en la polimerizacion, y se aplica una

variacion sistematica en la composicion de las mezclas de reaccion.

Después de la extraccion exhaustiva del analito plantilla mediante lavados repetidos, se
realizan algunas pruebas para evaluar el funcionamiento de los diferentes materiales obtenidos.
Posteriormente, se sintetizan cantidades mayores de los polimeros que presentaron los mejores
grados de reconocimiento para llevar a cabo una evaluacién mas detallada. La preparacion
manual de las diferentes mezclas de polimerizacién, aunque puede llevarse a cabo, limita

considerablemente el numero de polimeros a evaluar.

Sin embargo, el elevado nimero de posibles combinaciones de las diferentes variables a
evaluar limita considerablemente el numero de parametros que se pueden optimizar

simultaneamente.(!)
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3.1.1.6.2 Métodos quimiométricos

Por el contrario, el empleo de métodos quimiométricos permite la optimizacion de un elevado
numero de variables, ya que se genera una matriz multidimensional en la que se varian todos los
parametros a evaluar durante la optimizacion y donde solamente se eligen unos pocos
experimentos representativos. El analisis multivariante de los resultados obtenidos durante la
caracterizacion de los polimeros seleccionados, permite identificar y obtener las superficies de
respuesta, pudiendo predecir a partir de éstas el procedimiento optimo para la obtencion del

polimero impreso.(")

3.1.1.6.3 Modelacion molecular

La modelacion molecular de los PIM’s permite evaluar un numero elevado de posibles
polimeros impresos sin tener que sintetizarlos en el laboratorio. Esta técnica se basa en el
estudio de la fuerza de los enlaces que se formarian entre el analito plantilla y los monémeros
funcionales bajo diferentes condiciones, simulando los diferentes disolventes empleados durante

la polimerizacion.

De esta forma, el empleo de modelos de mecanica molecular es capaz de predecir el
comportamiento de diferentes polimeros, sintetizandose Unicamente aquellos para los que se ha
establecido un enlace lo suficientemente fuerte en los diferentes medios de polimerizacién. La
comparacion de los resultados obtenidos con los predichos por la modelacion molecular

generalmente es satisfactoria. (1. 29-30)
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3.1.1.7 Monoémeros funcionales

La seleccion del monémero mas adecuado se debe realizar en funcion de las caracteristicas
y grupos funcionales del analito con el que se pretende formar un complejo de pre-polimerizacion
estable. Ademas, es deseable que entre el analito y el monémero funcional se den interacciones

complementarias que aumenten la afinidad y la selectividad de las cavidades generadas. ")

3.1.1.7.1 Impresion covalente

En esta via de impresion los ésteres y amidas de acido acrilico o metacrilico son a menudo

utilizados como mondmeros funcionales.2)

a. Esteres de acidos carbonicos

Los ésteres de &cidos carbdnicos son sintetizados con acido boronico y compuestos cis-1,2 6
cis-1,3-diol. Su formacion y disociaciéon son procesos rapidos y faciles. Poseen estructuras
ciclicas de cinco miembros, las cuales son lo suficientemente rigidas como para fijar los
conjugados covalentes en una conformaciéon deseada, lo que permite lograr una impresién
molecular efectiva. Después de la polimerizacidn, los enlaces son destruidos mediante hidrdlisis,
dejando los grupos borénicos libres y ordenados adecuadamente. Estos conjugados son
especialmente utilizados para la impresion molecular de carbohidratos y sus derivados que
posean grupos cis-diol. Como es de esperarse, la impresién molecular es todavia mas efectiva

cuando las plantillas de carbohidrato tienen dos o mas estructuras cis-diol.(33)
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b. Esteres de acidos carboxilicos

Diferentes acidos carboxilicos han sido impresos por Shea y colaboradores(®2-33) utilizando
interacciones de ésteres carboxilicos. Después de la remocidn exitosa de la molécula plantilla, el
re-enlazamiento es llevado a cabo mediante una reaccién de un cloruro de carbonilo con un
alcohol, 0 mediante el desplazamiento de bromuro con un anion carboxilato. La impresion
molecular covalente de acidos carboxilicos se ha visto limitada debido a una cinética de re-

enlazamiento lenta y a la necesidad de activar intermediarios.

c. Esteres de carbonato

Los ésteres de carbonato son menos estables que los ésteres de acidos carboxilicos y
pueden ser hidrolizados completamente mediante una reaccion con hidroxido de sodio en
metanol. En los polimeros impresos molecularmente, los residuos OH quedan localizados en una
posicion apropiada de los sitios de enlace. En sentido estricto, el re-enlazamiento del analito
deberia ocurrir a través de la formacién del éster de carbonato original. Sin embargo no es muy
utilizado ya que es un proceso de cinética lenta, en el que ademés es necesario activar el grupo
carbonato (como por ejemplo formando el cloruro de acilo correspondiente) en el compuesto
plantilla utilizado, con lo cual, se restringe su aplicacion. De acuerdo con esto, lo mas comun para
el re-enlazamiento del analito es a partir de una interaccion de puente de hidrégeno con el grupo

OH del polimero. ()

d. Acetalesy cetales

Moléculas tipo cetona y aldehido se hacen reaccionar con compuestos 1,3-diol. Los

productos generados, cetales y acetales, son utilizados como monémeros funcionales. (%)
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e. Bases de Schiff

El uso de bases de Schiff es un método utilizado para la impresiéon molecular de aminas y de
aldehidos, la reaccion es completamente reversible sin ningun paso adicional de activacion y
procede de manera cuantitativa®3). Aminoacidos®43), mono y di-aldehidos®¢-37) han sido
impresos mediante esta técnica. Sin embargo el re-enlazamiento con el polimero mediante la
reformacion del enlace covalente es muy lenta, limitando el uso de estos polimeros en casos

como el de la cromatografia.

f. Esteres de boronato

La via covalente mas comun para la impresion molecular de plantillas con pares de grupos
hidroxilo cercanos, utiliza ésteres de boronato. Las moléculas impresas mediante este formato
incluyen acido glicérico®8-3), aminoacidos04"), derivados de manosa“243), galactosa y

fructuosa#4-4%, D-manitol®) y a-hidroxi acidos carboxilicos.”)

3.1.1.7.2 Impresion no covalente

Para la impresion no covalente los monémeros de vinilo o acrilato son los mas comunmente

empleados.")

a. Mondomeros acidos

A pesar de que los mondémeros derivados de los &cidos carboxilicos son capaces de
dimerizar en las condiciones empleadas durante la sintesis del polimero (altas concentraciones

de mondémero y un medio apolar), son los mas utilizados en la preparaciéon de PIM’s no
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covalentes, debido a que son capaces de interaccionar de multiples maneras con una gran
cantidad de analitos plantilla. Entre los posibles mecanismos de interaccion se encuentran: su
caracter tanto aceptor como donador de protones en la formacién del enlace por puente de
hidrogeno, la formacién de pares iénicos y la interaccion dipolo-dipolo(). De todos estos
compuestos el més utilizado es el &cido metacrilico (AMA), que al presentar un menor numero de
grados de libertad rotacional de sus enlaces, contribuye en el incremento de la estabilidad del

complejo de prepolimerizacion.

En disolventes como el acetonitrilo, los &cidos carboxilicos y las aminas pueden formar
arreglos mediante interacciones de puente de hidrdgeno, donde la fuerza de asociacion para un
acido dado se incrementa con la fuerza de la base. De esta manera, las moléculas plantilla que
presentan un comportamiento de base tipo Bronsted o grupos funcionales que puedan formar
enlaces de hidrégeno, son potencialmente adecuadas para ser impresas con el sistema

AMA/EGDMA.@

Para obtener un grado de reconocimiento adecuado, generalmente es necesario utilizar un
exceso de AMA en el paso de sintesis del material impreso, combinado con el empleo de
disolventes de polaridad baja a media y con capacidad de formacién de puentes hidrégeno. De
hecho, en estos casos el disolvente de re-enlazamiento dptimo es a menudo el utilizado como
pordgeno, ya que el polimero presenta memoria hacia ese disolvente y la molécula plantilla con

los cuales se sintetizd.8)
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A la fecha el acido metacrilico ha sido utilizado para imprimir esteroides®9), nucleotidos(s0)
péptidos ciclicos®" y pesticidas(2. Otros mondémeros acidos empleados con éxito variable han

sido el acido 4-vinilbenzoico®3), el &cido acrilico>4-%% y el acido itaconico.(6)

b. Mondmeros basicos

En caso de que el analito plantilla sea de naturaleza acida, se puede recurrir al empleo de
vinilpiridina como mondmero. En su forma béasica este compuesto presenta un anillo aromatico
rico en electrones m, por lo que es capaz de interaccionar muy eficientemente con analitos
aromaticos deficientes en electrones. No obstante, la interaccion de tipo w-nt* que tiene lugar en
medio acuoso, aunque a primera vista pudiera parecer interesante, generalmente conduce a la

presencia de un elevado nimero de interacciones no especificas.8)

La piridina es intrinsecamente una base débil (pKa= 5.4), pero forma aductos mediante

interacciones de puente de hidrégeno lo suficientemente fuertes con varios compuestos acidos.

Dentro de este tipo de mondmeros la 4-vinilpiridina es el mas utilizado®"-%9), pero otros
monomeros basicos como el N,N-dietilaminoetiimetacrilato©®-61), el aminoestireno®2-63) y el

vinilimidazol(64-65) también han sido utilizados.

c. Mondémeros neutros

Dentro de los mondmeros neutros, la acrilamida(®-68), [a vinil pirrolidona®-71) y el 2-hidroxietil

metacrilato (HEMA)(274) han sido empleados. Sin embargo la acrilamida es la mas utilizada, ya
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que genera puentes de hidrogeno méas estables que el acido metacrilico en medios apolares,
siendo el empleo de ésta una buena alternativa en la preparaciéon de fases estacionarias para

CLAR.(79)

Por otro lado la incorporacion de HEMA en los PIM’s constituidos de metacrilato hace que los
polimeros obtenidos sean menos hidrofébicos, ayudando con ello a la difusion de moléculas-

plantilla hidrofilicas.(76-77)

d. Mezclas de monémeros

Ocasionalmente se han utilizado combinaciones de mondmeros funcionales para mejorar las
propiedades de impresion de los PIM's con respecto a aquellos sintetizados con un solo
monomero. Las combinaciones que han sido empleadas incluyen: 2-vinilpiridina con acido
metacrilico(78-79), 4-vinilpiridina con acido metacrilico ©0-82), acrilamida con acido metacrilico(®3-84),

acrilamida con &cido acrilico(®3-84) y acrilamida con 2-vinilpiridina. (€

En la Tabla 3.2 se muestran los tipos de mondmeros mas utilizados en la sintesis de
polimeros generados por impresién molecular, su estructura quimica y el tipo de interaccién que

pueden presentar con el analito plantilla.
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Tabla 3.2. Monomeros mas comunmente empleados en la obtencion de PIM's.

(3

Monémero Estructura Tipo de interaccion Aplicacion
Aminoacidos
Péptidos
Teofilina
Propranolol
- " Morfina
= R
Acidos acrilicos (R Enlaces de hidrégeno
H, CHs, CFs3, )\ Monosacaridos
I6nica
CH,COOH) COOH Pesticidas
Timolol
Norefedrina
Atrazina
Nicotina
) 7 Enlaces de hidrdgeno
Acido vinilbenzoico Aminoacidos
COOH [6nicas
Acido acrilamido H
' NN SO.H I6nica Desmetrin
sulfénico 3
I6nica
= Naproxeno
Vinilpiridinas /Q | Enlaces de hidrogeno
N Aminoacidos
Transferencia de carga
I6nica
N\NH Aminoécidos
Vinilimidazol Enlaces de hidrégeno
N== ATP

Coordinacion
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Monémero Estructura Tipo de interaccién Aplicacion

= NH,
Acrilamida /\[( Enlaces de hidrdgeno | Aminoéacidos

)

3.1.1.8 Agentes de entrecruzamiento

La integridad estructural del complejo de pre-polimerizacion y la consecuente obtencion de
cavidades en el material polimérico, dependen de la naturaleza y de la cantidad del entrecruzante
empleado(®), ya que éste debe ser capaz de interaccionar con el complejo de pre-polimerizacién
y preservarlo durante la sintesis del polimero. El entrecruzante también afecta las propiedades
fisicas y quimicas del polimero resultante, al que confiere estabilidad mecanica y térmica,
proporcionandole la porosidad adecuada para garantizar la accesibilidad del analito a las
cavidades generadas®). En la Tabla 3.3 se presentan los agentes de entrecruzamiento

empleados en la preparacion de polimeros impresos.

El etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) y el divinilbenceno (DVB) son los entrecruzantes méas
comunmente utilizados en la obtenciéon de polimeros impresos, ya que generan materiales que
poseen estabilidad térmica y mecanica, con un buen grado de humectacion en medios re-
enlazantes, una rapida transferencia de masa y con aceptables propiedades de
reconocimiento®!), Se sabe que los materiales impresos generados con EGDMA generalmente
presentan factores de separacion (a) superiores a los mostrados por los PIM’s sintetizados con
DVB. Este comportamiento fue atribuido a la combinacién de la unién corta y flexible y al caracter

proquiral de los grupos metacrilato del EGDMA(8-89),
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Con excepcion de mondmeros de trimetacrilato como el de trimetilolpropano (TRIM), ningun
otro mondmero de entrecruzamiento genera materiales con propiedades de reconocimiento
similares para una cantidad tan grande de moléculas plantilla como el EGDMA. EI TRIM sin
embargo presenta un mejor desempefio que el EGDMA cuando se desea imprimir péptidos, ya
que los polimeros impresos preparados con TRIM poseen una capacidad de carga mas alta que

los materiales similares sintetizados con EGDMAGY).

Tabla 3.3. Entrecruzantes empleados en la sintesis de PIM's.”

Entrecruzante Férmula Aplicaciones
CH
— 2
Nicotina
Divinilbenceno | X
Bilirrubina
X2
—CH,
o) CH,

Etilenglicol H3C\/H\ /\/Ov”\ Triazinas

. , o} CH,

dimetacrilato | I Tiabendazol

CH, CH,
|| i§
1,4-butanodiol H.C o
. _ NP N N g Fenilalanina
dimetacrilato | | | | s
CH, CH,
o} CH,

Trietilenglicol HAC o o | ,

. , ? R i i cH, | Atrazina
dimetacrilato

CH, o]
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Entrecruzante Férmula Aplicaciones
Dimetacrilato
de bisfenol A Enantiémeros

3.1.1.9 Disolvente porégeno(31, 90-92)

Los disolventes capaces de formar poros se conocen como pordgenos. Durante la

polimerizacién se forman poros permanentes hasta que el material se seca, colapsandose en

mayor o menor grado dependiendo de la calidad del disolvente. Si los poros del material

resultante son lo suficientemente grandes, las moléculas pequefias pueden difundir libremente;

por el contrario, en microporos con didmetros inferiores a 20 A la difusion es lenta debido a las

fuerzas capilares. Es posible obtener polimeros que contienen aglomerados de microesferas

entre los 1000 y 2000 A que se encuentran mas o menos conectados, en los que cada

microesfera esta conformada por un pequefio nucleo entre los 50 y 300 A (Fig. 3.5).
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Plantilla

50 - 300 A 600 — 5000 A
Cadena primaria Sitios de enlazamiento Microesferas Aglomerados
Microporos: <20 A Meso y macro poros: 20-2000 A

Figura 3.5. Formacion de la estructura porosa al preparar un polimero impreso.

Dentro del nicleo existe una familia de poros muy pequefios (entre 50 y 150 A), los cuales
son responsables de la gran area superficial de estos materiales. Al incrementar el nivel de
entrecruzante, el tamafio de poro promedio disminuye. Si la cantidad de porégeno se incrementa

la cantidad de poros grandes entre los aglomerados de microesferas también aumenta.2

El disolvente porégeno se elige en funcion de su capacidad para estabilizar el complejo de
pre-polimerizacién. De esta forma se seleccionan disolventes de baja constante dieléctrica, como
el tolueno vy el cloroformo, para estabilizar complejos basados en la formacion de enlaces por
puente de hidrégeno o fuerzas electrostaticas entre el mondmero y el analito plantilla. Los
disolventes polares como el agua, el acetonitrilo o el metanol tienden a desestabilizar dichas
uniones, dificultando la formacién de cavidades en la matriz polimérica. La eleccién del tipo y

cantidad del disolvente pordgeno utilizado en la sintesis del polimero impreso, afectara tanto el
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proceso de impresion como el estado fisico del material (estructura de poro, distribucion de

tamafio de poro, hinchamiento, resistencia y morfologia).

En polimeros de EGDMA, el area superficial aumenta al incrementarse la cantidad de este
agente de entrecruzamiento y llega a un maximo al elevarse también la cantidad del porégeno. A
bajas concentraciones de pordgeno, el polimero llega a ser muy denso e impenetrable,
generando un material de area superficial muy baja, mientras que cuando la cantidad de
pordgeno es alta, la densidad del nucleo polimérico es pequefa. Cerca de la cantidad 6ptima del
disolvente pordgeno, el area superficial es principalmente controlada por la concentracion de

EGDMA.2

3.1.1.10 Iniciador

La eleccidn del iniciador depende de cual sea el método de iniciacion empleado, radiacion
ultravioleta o por accién de calor, y, en este Ultimo caso, de la temperatura a la cual se lleva a
cabo la polimerizacién. Estos parametros modifican el tiempo necesario para que tenga lugar la
solidificacion del polimero. La temperatura de la polimerizacién se elige en funcion de la
estabilidad térmica del iniciador, que debe de fragmentarse para que comience el proceso de

polimerizacion.(©3)

Los compuestos azo y perdxido con energias de enlace entre los 105 y 170 KJ/mol son
utilizados como iniciadores en impresion molecular, ya que generan radicales libres cuya

reactividad es lo suficientemente baja como para reaccionar con el monémero funcional.
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Al trabajar con iniciadores de tipo azo, los radicales libres son generados mediante la
radiacion UV en la longitud de onda del maximo de absorcion del mismo o térmicamente al

aplicar el calor suficiente que provoque la velocidad de descomposicién adecuada.

Para el iniciador comun 2,2’-azobis-isobutironitrilo (AIBN), la reaccion de homolisis ocurre
mediante la irradiacion UV a Amax= 345 nm utilizando una lampara de vapor de mercurio o

mediante el calentamiento de la mezcla de reaccion cerca de los 65 °C.

En los protocolos de impresion molecular ya establecidos, aproximadamente una cantidad
del 1% p/p de AIBN, con respecto a la cantidad total de monémeros, se adiciona a la mezcla de
polimerizacién. La constante de velocidad para la descomposicion del AIBN es de

aproximadamente 1.9 x 105s1.

En el caso de la polimerizacion con iniciacion fotoquimica es necesario considerar la
intensidad de la luz UV, la distancia de la fuente de luz y la profundidad de la penetracion (la cual
depende del coeficiente de extincion molar, €), ya que estos parametros determinan la velocidad
de produccion de radicales.? La descomposicion fotoquimica del AIBN permite que los
materiales impresos puedan ser preparados a baja temperatura®3-%4), lo que en algunos casos
logra incrementar la eficiencia de separacion del PIM obtenido. Otro iniciador utilizado en la
sintesis de materiales impresos es el 2,2"-azo-bis-(2,4-dimetilvaleronitrilo) (ABDV), el cual
presenta una temperatura de descomposicién térmica menor que la del AIBN permitiendo que la

polimerizacién sea iniciada a 40 °C.(%3)
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3.1.1.11 Efecto de la temperatura y la presién sobre la polimerizacién

El efecto de la temperatura de polimerizacién sobre el desempefio del PIM ha sido el objetivo
de muchos estudios.(®-%) Se ha encontrado en algunos casos que lo mejor es llevar a cabo la
iniciacion de la polimerizacion a la temperatura mas baja posible permitida por la mezcla de
sintesis, ya que con esto se garantiza que el complejo monémero-plantilla no seré destruido por
un exceso de energia cinética, sobre todo cuando se realiza una impresién molecular via no
covalente. En el caso de polimeros en bloque este factor es aun mas importante, pues se sabe
que en la parte interna del monolito la temperatura es mucho mas alta que en los alrededores,

debido a la naturaleza exotérmica del proceso de polimerizacién.©)

El efecto de una alta presidn sobre la sintesis del PIM también ha sido investigado®8), ya que
debe favorecer procesos asociativos como la formacion del complejo de pre-polimerizacion, sin
embargo solamente efectos benéficos moderados han sido observados al realizar la sintesis del

PIM en un sistema de alta presion.

3.1.1.12 Estabilidad de los sitios, integridad y accesibilidad

La funcion de la matriz polimérica no es solamente la de contener los sitios de enlace en una
forma estable, sino también la de proporcionar la porosidad necesaria para permitir el facil acceso
de la molécula plantilla a todos los sitios. Desafortunadamente, muchos de los polimeros
entrecruzados impresos molecularmente presentan una amplia distribucién de tamafio de poro,
asociada con diferentes grados de limitacion de transferencia de masa por difusién y grados de

hinchamiento.
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Existen diferentes tipos de sitios en el polimero en funcion de su accesibilidad, integridad y
estabilidad. En la Figura 3.6 se ilustran graficamente los diferentes tipos de sitios: en macroporos
(A), en microporos (B), embebidos (C), sitios complementarios a dimeros o multimeros de
molécula-plantilla (D), sitios de enlace inducidos (E), sitios no selectivos (F) y sitios con

moléculas-plantilla residuales (G).

Figura 3.6. Tipos de sitios de enlazamiento en polimeros que contienen micro, meso y macroporos.

Es de esperarse que los sitios asociados con meso y macro poros (>20 A, sitio A) sean de
facil acceso comparados con los sitios localizados en microporos (<20 A, sitio B) donde la

difusion es lenta.

Un efecto no deseable al adicionar un exceso de plantilla es la pérdida de la integridad del
sitio debido a la coalescencia de sitios de enlace (sitio D), lo cual esta relacionado con el
incremento de la asociacion de la molécula-plantilla consigo misma. La cantidad 6ptima de la

molécula de impresion es usualmente alrededor del 5% de la cantidad total de monomeros, pero
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puede ser mas alta cuando se utilizan trivinil-mondmeros como agentes de entrecruzamiento (en
cuyo caso se emplea una fraccién mas grande de plantilla), sin perder de vista que la cantidad de

la molécula-plantilla esta limitada por su solubilidad en el disolvente porégeno utilizado.

A menudo los materiales poliméricos se hinchan en grado diferente dependiendo del tamafio
de poro y del tipo de disolvente. El hinchamiento del polimero es normalmente alto en disolventes
y bajo en no disolventes. Debido a esto, cuando el disolvente se pone en contacto con el material
impreso se modifican las propiedades de accesibilidad y densidad de los sitios enlazantes.
Ademas, si el re-enlazamiento de la plantilla en los sitios ocurre en un disolvente que lo hincha y
la desorcion es llevada a cabo en uno que no, la plantilla sufre el riesgo de quedar atrapada en
los poros pequefios del arreglo entrecruzado. Para muchas aplicaciones en medios liquidos es
preferible una porosidad permanente y una area superficial grande, conformada por meso y
macroporos, ya que el material tendra principalmente sitios accesibles del tipo A. Para conseguir
este proposito el volumen de pordgeno debera ser ligeramente mayor que el volumen de los
mondmeros, el nivel de entrecruzante debera ser relativamente alto (>50% mol/mol), mientras
que el grado de hinchamiento y la porosidad del material polimérico deberan ser controlados por
el tipo de la mezcla disolvente-no disolvente utilizada durante la polimerizacién, sin perder de

vista que esta Ultima también afectaré la estabilidad de los arreglos mondmero-plantilla.

Uno de los problemas que se presentan en la obtencién de los PIM’s, es el que ocurre
cuando una pequefia cantidad de la molécula plantilla permanece fuertemente unida al material
polimérico, aun después de haber realizado un cuidadoso proceso de extraccion de la misma.
Esta cantidad es usualmente mayor que el 1% de la cantidad total utilizada para obtener el

material impreso. Aunque este hecho no constituye un problema en separaciones preparativas o
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catalisis, si lo es cuando los materiales son utilizados en la preparacién de muestras para el
andlisis cuantitativo de analitos en bajos niveles de concentracion, ya que esa fraccion de plantilla

provocara falsos resultados.@

3.1.2 Caracterizacion fisico-quimica de los PIM’s

A lo largo de los afios, se han empleado numerosas técnicas para caracterizar los polimeros
generados por impresién molecular. Dicha caracterizacion implica conocer, entre otras muchas
cosas, el grado de estabilidad del complejo de prepolimerizacion, la determinacidn del grado de
eliminacion de la plantilla utilizada durante la sintesis del polimero, el rendimiento de la
polimerizacién, la morfologia de las particulas o las caracteristicas de los puntos de unién en la
matriz polimeérica. A continuacién se hace una breve descripcion de las distintas técnicas que se

pueden aplicar para evaluar cada uno de estos parametros.

3.1.2.1 Técnicas morfolégicas empleadas en la caracterizacion de PIM’s

Las técnicas morfolégicas mas importantes empleadas en la caracterizacion de materiales
impresos se basan en la observacion microscopica de la superficie del polimero y en la medida

de la porosidad del mismo.

La superficie del polimero puede evaluarse tanto mediante la microscopia electronica de
barrido (SEM) como mediante la microscopia de fuerza atémica (AFM). En este sentido, la
microscopia electronica de barrido permite obtener una imagen superficial de las particulas de

polimero y de los macroporos superficiales, mientras que la microscopia de fuerza atémica
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proporciona un perfil tridimensional cuantitativo de la superficie del polimero, que permite

diferenciar entre las fases cristalinas y las amorfas.

Por otro lado, la porosidad del polimero determina la accesibilidad de los analitos a los
puntos de union presentes en el interior de la matriz polimérica, de forma que cuanto mayor sea
dicha porosidad, mas rapido sera el proceso de transferencia de masa y mas rapidamente se
alcanzara el equilibrio. Aunque existen diversas técnicas para la evaluacion de la porosidad, las
mas empleadas son las basadas en la intrusion/extrusion de mercurio o la adsorcidn/desorcion
de nitrégeno, siendo la primera de ellas la mas adecuada en el caso de la presencia de

macroporos con tamafios superiores a 50 nm.

Estas técnicas se basan en la medida de la cantidad de nitrbgeno o mercurio que es capaz
de atravesar el material, proporcionando informacion acerca del area superficial especifica, el

volumen de poro especifico, la distribucion del tamafio de los poros y su diametro medio.®

3.1.2.2 Técnicas quimicas empleadas en la caracterizacién de PIM’s

Debido a la baja solubilidad de los polimeros generados por impresion molecular, las técnicas
quimicas mas empleadas en la caracterizacion de este tipo de materiales son aquellas que

permiten el analisis en estado solido.

El anélisis elemental proporciona informacion acerca del contenido de los distintos elementos
(C, O, H, N, S) presentes en el polimero. Mediante la comparacion del resultado con datos

tedricos, esta técnica puede utilizarse para determinar, por ejemplo, la cantidad de monémero
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funcional incorporada a la matriz polimérica, la cantidad de polimero sintetizada sobre una
particula de latex o silice o la disolucion de las particulas de silica empleadas como “molde” en la

preparacion del polimero.

El analisis espectroscopico del polimero, tanto mediante espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR) como por ultravioleta visible (UV-Vis), proporciona informacién
util acerca del grado de entrecruzamiento, los grupos funcionales presentes en el polimero, la
formacion de enlaces por puentes de hidrogeno o la relacion estequiométrica entre el monémero

funcional y el analito plantilla.

Por ultimo, el estudio mediante resonancia magnética nuclear de carbono y proton permite
evaluar el grado de curacion del polimero, estableciendo el nimero de dobles enlaces presentes

en el mismo y, lo que es mas importante, la estabilidad del complejo de prepolimerizacion.(®)

3.1.2.3 Isotermas de adsorcion

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los principales inconvenientes de los
polimeros no-covalentes es la heterogeneidad de los puntos de unién especifica del analito en el
material impreso. Una de las técnicas mas empleadas para conocer los mecanismos de
adsorcién y de retencion especifica en el polimero impreso es la determinacién de la isoterma de
adsorcién, la cual permite obtener informacion de la selectividad, el valor de la constante de

afinidad y la densidad de los sitios de union.®
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En esta determinacion se efectlia una serie de ensayos destinados a evaluar la cantidad de
analito que se une al polimero al cargar concentraciones crecientes del mismo en experimentos
tipicos de EFS. Los resultados experimentales obtenidos pueden ajustarse a diversos modelos
(ver Tabla 3.4). Para elegir el modelo apropiado, es necesario realizar los experimentos cuando
el sistema se encuentre efectivamente en equilibrio termodinamico de forma que no se
introduzcan otros parametros suplementarios, tales como la accesibilidad a los puntos de unién,

que generalmente se traducen en una subestimacion de la capacidad real del polimero, como

puede observarse en la Figura 3.7.

0.4
03 -
= —— No equilibrio
= — Equilibrio
g 021
=
m
0.1
O-O T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2

F (mM)

Figura 3.7. Comparacion entre las isotermas de adsorcion medidas al equilibrio (t = 30 minutos) y fuera del

equilibrio (t = 0).
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Tabla 3.4. Modelos de isotermas de adsorcion empleados en la caracterizacion de los puntos de union de

los polimeros generados por impresion molecular.

Modelo de isoterma Férmula Ref.
Freundlich B=aF™ (92)

. _ qKF
Langmuir B=1 1 kE (93)

. . _ 4, K F q, K, F

Bi-Langmuir B=— K F T+K.F (94)
Langmuir-Freundlich = L':m (95)

1+KF
Jovanovic B=g@l-e " (96)
Bi-Jovanovic B=q,(1-e " +q,(1-e " (97)

En las formulas de la Tabla 3.4, B representa la cantidad de analito que se une de manera

especifica al polimero generado por impresion molecular, mientras que F es una medida de la

cantidad de analito que permanece en la disolucion. El valor q corresponde a la densidad de

puntos de union presentes en la matriz polimérica, a estd relacionado con la constante de

afinidad media K a través de la formula K = a ™ y m es el indice de heterogeneidad que toma

valores comprendidos entre 0 (material heterogéneo) y 1 (material homogéneo).

De todos estos modelos, el mas sencillo es el modelo de Freundlich, util en la descripcidn de

materiales heterogéneos, donde la adsorcion es generalmente a través de puntos de unién de
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baja afinidad. Los modelos de Langmuir o Jovanovic, por otro lado, se ajustan bien al
comportamiento de materiales homogéneos. En el caso de que co-existan puntos de unidn de
elevada y baja afinidad, puede recurrirse al empleo de los modelos de bi-Langmuir o bi-
Jovanovic, que en muchas ocasiones son una mejor aproximacion que los modelos simples,

ddnde sdlo se considera un tipo de puntos de unién.

Por ultimo, el modelo de Langmuir-Freundlich es capaz de describir el comportamiento de
materiales tanto homogéneos como heterogéneos, siendo una buena aproximacion a la
descripcion del mecanismo de adsorcion presente en la inmensa mayoria de los polimeros

generados por impresion molecular.

Una forma sencilla de evaluar cual es la isoterma mas adecuada para la descripcién de cada
mecanismo concreto consiste en la representacion de log B en funcién de log F, de forma que
aquellos datos de adsorcion que presenten una relacion lineal de ambas magnitudes en todo el
intervalo de concentraciones se ajustan preferentemente a una isoterma de Freundlich, mientras
que si no presentan una relacion lineal lo més probable es que se ajusten al modelo de Langmuir.
Para aquellos casos en los que se presente un comportamiento mixto (relacién lineal a bajas
concentraciones y no lineal a concentraciones elevadas) el modelo de Langmuir-Freundlich es el

que se ajusta.®)

3.1.3  Aplicaciones de los PIM’s

En la actualidad el uso de los polimeros de impresion molecular es muy amplio, entre las

aplicaciones mas importantes se encuentra su empleo como adsorbentes selectivos en procesos
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de Extraccion en Fase Sélida(105-107) o como fases estacionarias en Cromatografia de Liquidos(108-
110), Electrocromatografia Capilar(198. 11-113) 'y como sensores(114-115), A continuacion se resumen

estas aplicaciones.

3.1.3.1 Empleo de PIM’s como adsorbentes selectivos en procesos de EFS

Los polimeros generados por impresion molecular se emplean como materiales selectivos en
procesos de Extraccién en Fase Sodlida para la limpieza de muestras. Esta aplicacién ha
adquirido mucha importancia debido a que presentan mejores resultados al compararlos con los
obtenidos por otros adsorbentes, como la silice modificada (C1s) 0 las resinas de intercambio

ionico.

Una vez obtenido el polimero, se tritura y en algunos casos se tamiza hasta obtener el
tamafio de particula deseado (generalmente 50-100 pm). Posteriormente, se somete a un
proceso de extraccion del analito plantilla con el fin de liberar las cavidades formadas.
Habitualmente, esta etapa se lleva a cabo por extraccion Soxhlet o lavando con disolventes de
elevada constante dieléctrica. Por ultimo, una pequefia cantidad (100-500 mg) del material

polimérico se trasvasa a un cartucho para realizar experimentos tipicos de EFS.

Los polimeros impresos se han aplicado con éxito en la determinacion de una gran variedad
de analitos (pesticidas, productos farmacéuticos, aminoécidos, metales) en muestras de muy

diversa naturaleza (alimentos, agua, suelos, fluidos biolégicos, medicamentos).(116-124)
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3.1.3.1.1  Extraccion en Fase Sélida con polimeros impresos (EFSIM)

La EFS es un método de preparacion de muestra. Las etapas que lo conforman se muestran
en la Figura 3.8; incluyen el acondicionamiento previo del polimero con el disolvente en el que se
va a cargar la muestra, la carga de la muestra en el cartucho y la fijacion selectiva de los analitos
en las cavidades del polimero impreso, el lavado de los compuestos interferentes retenidos de

manera inespecifica y la elucion de los analitos con el disolvente adecuado.

Acondicionamiento Carga Lavado Elucion

Qo Q P Qs Qs
QS @ S O QS O S O
S5 98° S0 0
co C oC Cco
) D S )
PP S ) 8 = Y Ky
I I I I
o
o O
©
PIM Q) Sitios especificos Q Analito <> Interferente

Figura 3.8. Proceso de EFS utilizando como adsorbente un polimero impreso molecularmente.

La eleccidn del disolvente adecuado para cada una de estas etapas se basa en la solubilidad

de los analitos y en el tipo de interaccion implicada en la union analito-polimero.©)
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El re-enlazamiento del analito-plantilla por el polimero impreso molecularmente (PIM) puede
ser debido a interacciones especificas y no especificas. Las primeras se refieren al
reconocimiento del tamafio y disposicién de grupos funcionales de la molécula de analito por el
arreglo espacial particular de los grupos funcionales superficiales del polimero en los sitios
impresos. Este tipo de interacciones solo se dara, en principio, con el compuesto que generd los
sitios 0 con compuestos de la misma familia que guardan similitud estructural con él. Las
interacciones no especificas, por el contrario, pueden presentarse con cualquier compuesto
(incluyendo el compuesto-plantilla) y son debidas tanto a interacciones polares (grupos polares
de los solutos con grupos polares en la superficie del polimero), como a efectos solvofobicos.

Este tipo de interacciones son indeseables pues nulifican la selectividad del PIM.

La optimizacién de condiciones en un proceso de Extraccién en Fase Soélida Impresa
Molecularmente (EFSIM) implica maximizar las interacciones especificas y minimizar las no
especificas durante las etapas de acondicionamiento, carga y lavado. Normalmente, las
interacciones especificas son favorecidas en presencia del disolvente que se utilizdé como
pordgeno en la sintesis del PIM, o uno muy similar. Por eso este disolvente se emplea a menudo
en la etapa de acondicionamiento de los cartuchos pues prepara al adsorbente para la
interaccion subsecuente con el analito. Durante la etapa de carga, los solutos presentes son
retenidos en el PIM por diversos mecanismos dependiendo de la matriz de la muestra. En el caso
de muestras acuosas, los efectos hidrofoébicos promueven la retencidén no especifica de la
mayoria de los compuestos organicos presentes, excepto los muy polares o iénicos. La retencién
del analito-plantilla también es promovida inicialmente por efectos hidrofébicos, pero una vez que
se encuentra en la superficie 0 en los poros del polimero, difundira hasta encontrar sitios

impresos libres donde quedara inmovilizado por fuertes interacciones especificas. En la etapa de
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lavado es comun utilizar de nuevo al disolvente pordgeno, solo o en mezclas, para no perturbar la
interaccion del analito con los sitios impresos; en general, el uso de un disolvente organico mas o
menos polar en la etapa de lavado permite desorber a todos los demas solutos que fueron
retenidos unicamente por hidrofobicidad y también logra romper interacciones polares débiles no
especificas. La etapa de elucion en los procesos de EFSIM es a menudo la mas critica. Esto es
debido a que la energia de interaccion del analito con algunos sitios impresos puede llegar a ser
sumamente alta. El disolvente o disolucién empleado(a) en esta etapa, se selecciona en funcién

de su facilidad para destruir la interacciones especificas entre el analito y el polimero impreso.

No obstante, un proceso de Extraccion en Fase Sélida nunca se realiza bajo condiciones de
saturacion porque, l6gicamente, no todo el analito seria retenido. La retencion cuantitativa esta
condicionada por el volumen de muestra cargada y el volumen de fuga del compuesto de interés

en el cartucho (o columna) empacado con una cantidad dada de adsorbente.

3.1.3.1.2  Analisis Frontal(125

Durante la etapa de carga de la muestra en un cartucho de EFS ocurre un proceso conocido
como analisis frontal. A medida que la muestra es percolada por el material adsorbente, el analito
disuelto va ocupando los sitios de adsorcién disponibles. Las moléculas que no encuentran un
sitio libre contintian avanzando a lo largo del lecho empacado, generandose asi un frente de
migracion del soluto, el cual se dispersa 0 ensancha a medida que avanza. La migracion del
frente va acompafiada de una dispersién que refleja la cinética del proceso, por lo que el frente

(también llamado zona de transicién) se extiende progresivamente a lo largo del eje del cartucho
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adquiriendo un perfil sigmoidal, que depende de la velocidad de flujo de la fase movil, el volumen
percolado y de la concentracién del soluto. Cuando el frente emerge del cartucho la
concentracion del soluto en el efluente aumenta hasta alcanzar el mismo nivel que la
concentracion en el influente. En la Figura 3.9 se muestra una tipica curva de analisis frontal,
obtenida al graficar la concentracidn relativa del soluto, ¢, en el efluente ($p= C/C,o, donde C es la
concentracién de soluto en el efluente y Co es la concentracion en el influente), en funcién del

volumen de la disolucién percolada a través del cartucho.
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Figura 3.9. Curva caracteristica del analisis frontal.

Los volumenes caracteristicos de esta curva, Vs, Vs y Ve (asociados a los puntos “f’, “s” y “e”)

indican el volumen de fuga, el volumen estequiométrico y el volumen de equilibrio. El volumen de
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fuga se define como el maximo volumen de muestra que puede cargarse sin que se pierda
analito. Usualmente se acostumbra tomar como volumen de fuga aquél en el cual aparece en el
efluente del cartucho una concentraciéon de analito <5% de su concentracién en la muestra
original o influente, este volumen es muy importante en los procesos de Extraccion en Fase
Sdlida pues, para una recuperacion cuantitativa del analito, se requiere que Vp< V¢ (V) volumen
de disolucién percolado). En disoluciones diluidas (lo que es el caso en el analisis de trazas), el
volumen de fuga esté relacionado con el coeficiente de distribucion del soluto y por lo tanto con la
isoterma de adsorcion (capacidad del adsorbente y constante de afinidad). Si el sistema fuera
ideal, el volumen de fuga seria igual al volumen de retencién (V) que tendria el analito si se
inyectara en el cartucho usando como fase mdvil el disolvente de la disolucién de carga (e.d.
agua). En dicho caso, seria posible estimarlo a partir del parametro termodindmico Kp y de
parametros experimentales como el volumen muerto del cartucho (Vm) y la masa de adsorbente
(Waa), utilizando la bien conocida ecuacion fundamental de la cromatografia que relaciona estos

parametros:

V: = Vi + KoxWag (Ec. 1)

Sin embargo, el volumen de fuga también depende de parametros cinéticos (flujo,
homogeneidad del empaque, tamafio y forma de las particulas de adsorbente, cinética de
adsorcion) que determinan el ensanchamiento del frente del soluto durante su migracion a los
largo del cartucho. Este ensanchamiento puede ser muy importante en el caso de un PIM y no
puede evaluarse tedricamente. Existen diferentes métodos experimentales para determinar o

estimar el volumen de fuga, cada uno con ciertas ventajas e inconvenientes.
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El volumen estequiométrico tiene un significado termodinamico, representa el volumen de
retencion que tendria el soluto si se realizara una inyeccion analitica de éste en el cartucho,
usando como fase maévil una disolucién de la misma composicién que la disolucion percolada
(pero obviamente sin el analito). Finalmente, el volumen de equilibrio es aquél a partir del cual se
cumple que todo el adsorbente contenido en el cartucho esta en equilibrio con la disolucion
percolada, es decir, ya no se retiene soluto en el adsorbente porque todos sus sitios activos estan
ocupados. Es importante sefialar que, si el proceso tuviera una cinética infinitamente rapida, el
frente seria una linea vertical (llamado frente estequiométrico ) que emergeria del cartucho en el
volumen Vs. En dicho caso (hipotético) Vs seria a la vez el volumen de fuga y el volumen de

equilibrio.

Las curvas de anélisis frontal proporcionan informacién interesante para la evaluacion
cualitativa y cuantitativa del comportamiento de retencién de un lecho empacado. Desde el punto
de vista cualitativo, la forma y la extension de la zona de transicién, AVz= Ve - Vy, son indicativos
de la calidad del empacado y del empaque. Un lecho homogéneamente empacado, sin canales
de flujo preferenciales y con sitios de adsorcién homogéneamente repartidos en el soporte,
conduce a un frente perfectamente simétrico, donde el centro de masa o punto estequiométrico
se encuentra situado exactamente a la mitad de la altura del frente. Si ademas las particulas del
empaque son muy pequefias y de tamafo muy regular, la dispersion del frente es minima y los
volumenes de fuga y de equilibrio se acercan al volumen estequiométrico. Sin embargo, la
cinética de adsorcidn-desorcion también influye en el grado de dispersion del frente; una cinética
lenta conjugada con una velocidad de flujo elevada conduce a una zona de transicion muy

dispersa y, eventualmente, a la no formacién del frente. Esto Gltimo significa que la longitud del
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lecho empacado no es suficiente para contener el frente y por lo tanto se observa una fuga

importante del soluto desde el inicio del proceso.

En lo que se refiere a los aspectos cuantitativos, la curva del analisis frontal puede explotarse
segun se explica a continuacién. Para cualquier punto “i” en el frente (por ejemplo, i= s en la
Figura 3.9) se puede trazar una linea vertical que define un rectangulo (abed en la misma figura),
cuya area es proporcional a la cantidad de soluto percolado hasta dicho punto. Dentro de este
rectangulo, el area sobre la curva del frente (&rea enmarcada por los puntos afscd) es
proporcional a la cantidad de soluto retenido, mientras que el area bajo la curva (area enmarcada
por los puntos fsb) es proporcional a la cantidad de soluto no retenido. Cuando el punto “i” es el
correspondiente al volumen de fuga (o sea punto “F), el area bajo la curva es nula y todo el soluto

percolado ha sido retenido. En este caso se tendra:

q ad®= (Vi = Vim)Co (Ec. 2)

donde: q ad(n)= €s la cantidad retenida al punto de fuga,

Vm= volumen muerto del cartucho

Si el frente es perfectamente simétrico la linea vertical trazada en el punto “s” divide al frente
de tal manera que el area bajo la curva entre los puntos s-f es igual al area sobre la curva entre
los puntos s-e. Por esta razon, cuando se considera el punto de equilibrio “e”, el area sobre la
curva (enmarcada por los puntos afsed) es igual al area del rectangulo definido por el frente
estequiométrico (es decir, el rectangulo abed). De esta manera, la cantidad de soluto retenido en

el punto de equilibrio, 0 sea la maxima cantidad de soluto que puede retenerse en la columna o
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cartucho bajo las condiciones experimentales usadas, se calcula facilmente por la siguiente

ecuacion:

q ad(e)= (Vs - Vm)Co (Ec. 3)

donde: q ad(e)= €S la cantidad retenida al equilibrio.

3.1.3.2 Empleo de PIM’s como fases estacionarias selectivas en CLAR

El empleo de polimeros de impresién molecular como fases estacionarias en CLAR plantea
una serie de problemas que han limitado considerablemente su aplicacion. Entre estos problemas
se encuentran, por ejemplo, la heterogeneidad de las cavidades generadas durante la sintesis del
polimero, la necesidad de disponer de particulas esféricas de polimero con una distribucion
homogénea de tamafios y la reducida velocidad a la que transcurren los procesos de

transferencia de masa hasta las cavidades.

Estos problemas se han solucionado en parte mediante la optimizacion de las condiciones de
sintesis del polimero. Asi por ejemplo, se puede recurrir a un método de sintesis covalente o
semi-covalente, ya que de esta forma se consigue una distribucion mas homogénea de los
huecos en la matriz polimérica. Los problemas de heterogeneidad en el tamafio de las particulas
y de transferencia de masa se pueden solucionar mediante la polimerizacién sobre particulas de

silice o latex®).,
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Una ventaja al emplear los polimeros impresos como fases estacionarias en CLAR, es que
se puede llevar a cabo la caracterizacion del reconocimiento de los analitos de una manera
rapida y sencilla, para lo que generalmente se utiliza la técnica de andlisis frontal. Existen
numerosos trabajos de revision en los que se describe el uso y la caracterizacién de los

polimeros impresos como fases estacionarias en cromatografia.

De esta forma, los PIM’s se han aplicado con éxito en la separacién cromatografica de
numerosos analitos. Entre éstos se encuentran, por ejemplo, carbohidratos, aminoéacidos,

péptidos, proteinas, productos farmacéuticos, herbicidas, fungicidas®).

3.1.3.3 Empleo de PIM’s como fases estacionarias selectivas en electrocromatografia

capilar

El uso de polimeros generados por impresién molecular como fases estacionarias en
electrocromatografia capilar, es capaz de proporcionar separaciones altamente eficaces y
selectivas de los analitos. Ademas, la miniaturizacion del sistema permite trabajar con analitos
plantilla caros o dificles de obtener en estado puro, puesto que sélo se necesita una
pequefiisima cantidad (nmol) para preparar el polimero. Este hecho es especialmente importante

en el caso de los polimeros sintetizados para la separacion de enantiémeros.

No obstante, la adaptacién de la tecnologia de impresiéon molecular a la electrocromatografia
plantea una serie de inconvenientes que deben subsanarse. El mas importante de todos ellos es,
sin lugar a dudas, la incompatibilidad existente entre el medio necesario para favorecer la

interaccion especifica analito plantilla-PIM (generalmente un disolvente apolar) y el medio
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necesario para sustentar el flujo electrosmotico en electrocromatografia capilar (agua o

disoluciones salinas acuosas).

La inmensa mayoria de las aplicaciones de los polimeros de impresidn molecular como fases
estacionarias en electrocromatografia capilar se han centrado en la separacion de mezclas
racémicas, debido fundamentalmente a la posibilidad de demostrar sin lugar a dudas la existencia
de huecos de union especificos para el enantibmero empleado como analito plantilla, ya que
tanto la movilidad electroforética como las interacciones inespecificas con la matriz polimérica
deben ser idénticas para ambos enantidmeros. Ademas, el andlisis de enantiomeros esta
motivado por la demostracion de que la actividad bioldgica, el metabolismo y la toxicidad de

muchos compuestos quirales dependen de su configuracién.

A la fecha se han publicado numerosos articulos en los que se utilizan PIM’s como fases
estacionarias en sistemas de electrocromatografia capilar. Entre las principales aplicaciones

reportadas se encuentran las determinaciones de aminoacidos, anestésicos y nucleétidos.®)

3.1.3.4 Empleo de PIM’s en el desarrollo de sensores

En los Ultimos afios se han desarrollado sensores basados en el uso de polimeros generados
por impresion molecular para la deteccion selectiva de analitos en muestras relativamente

complejas y en condiciones extremas (altas temperaturas 0 medios quimicos agresivos).

De esta forma, se han generado sensores Opticos, electroquimicos y piezoeléctricos, para la

determinacion de pesticidas, productos farmacéuticos, aminoécidos y glucosa entre otros.®)
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3.2 Pesticidas

La explosion demografica en la actualidad ha desencadenado la busqueda de sistemas mas
eficientes para la produccion de alimentos con la finalidad de satisfacer la creciente demanda de
los mismos. Es por ello que la agricultura debe hacer frente a la necesidad de obtener un mayor
numero de alimentos en un terreno cada vez mas pequefio y con menos mano de obra. Para

lograrlo, se ha recurrido al uso masivo de pesticidas.

Se denominan pesticidas a aquellos compuestos que se aplican sobre el terreno de cultivo
para controlar, destruir, prevenir o limitar la accion de plantas, microorganismos o animales que
puedan afectar al desarrollo, rendimiento y conservacién de los productos cultivados. En funcién
de que la plaga tratada sean malas hierbas, insectos, hongos o roedores, los pesticidas se

dividen en herbicidas, insecticidas, fungicidas o rodenticidas.®®

El grupo de los fungicidas comprende una gran variedad de compuestos, los cuales han sido

agrupados de la siguiente manera:

Derivados de metales: compuestos de arsénico, cobre y mercurio.

« Derivados de ftalimida: captan, captafol.

« Ditiocarbamatos: zineb, maneb, mancozeb, thiram, nabam.

« Fenolesy ésteres fendlicos: dinitrofenoles, pentaclorofenol, triclorofenol.

e Anilino, nitrobenzoides y aromaticos: dicloran, quintozeno, hexaclorobenceno,
clorotalonil.

o Compuestos heterociclicos de nitrégeno: bencimidazoles.

-57-



ll. ANTECEDENTES

3.2.1 Ditiocarbamatos

Los ditiocarbamatos comprenden una serie de sustancias que tienen una estructura quimica
relacionada con la de los insecticidas y herbicidas carbamatos, y su accidn plaguicida se ejerce
casi exclusivamente contra hongos.('26) Son productos derivados del acido ditiocarbamico, que en

su forma libre es inestable, pero cuyas sales son estables.

Varios de ellos contienen en su estructura quimica un metal (hierro, zinc, manganeso).

El grupo comprende varias subclases:

« Bisditiocarbamatos: thiram.

o Metalobisditiocarbamatos: ziram (contiene zinc), nabam (contiene sodio), ferbam
(contiene hierro).

« Etilenbisditiocarbamatos (EBDC's): maneb (contiene manganeso), zineb (contiene zinc) y

mancozeb que es una mezcla de maneb y zineb

3.2.1.1 Etilénbisditiocarbamatos (EBDC’s)('?7)

3.2.1.1.1 Estructura quimica

A continuacidn se presentan las formulas basicas del maneb y zineb.
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Figura 3.10. Estructura quimica del Zineb y Maneb.

3.2.1.1.2 Propiedades fisicas y quimicas de los EBDC’s

En la Tabla 3.5 se resumen algunas propiedades de estos compuestos.

Tabla 3.5. Propiedades fisicas y quimicas del maneb, zineb y mancozeb.

Propiedad Maneb(123) Zineb(129) Mancozeb(130)
No de CAS: 12427-38-2 12122-67-7 8018-01-7
C4H5NzS4Mn
Férmula molecular: C4HsN2S4Mn C4HeN2S4zn
C4H5NQS4ZH
Masa molar: 265.3 g/mol 275.7 g/mol 541.2 g/mol
Coeficiente de reparto
N.R. N.R. 1.33
octanol-agua (Kow):
_ . Polvo grisaceo-
Aspecto fisico: Polvo amarillo Polvo color azul .
amarillo
Presion de vapor a 20 °C: N.R. Inferior a 0.01 mPa Despreciable
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Propiedad Maneb(123) Zineb('29) Mancozeb(130)
Descompone por
g Descompone a 192- | Descompone a 157 °C .
Punto de fusion: . . _ . debajo del punto de
204 °C sin fundir sin fundir .
fusién
Punto de ebullicién: No aplicable No aplicable No aplicable
Solubilidad en agua a 20 Aproximadamente 10
Muy escasa Ninguna

°C: mg L
Densidad: 1.92 gmL" N.R. 1.92 g mL"

3.2.1.1.3 Presentaciéon comercial de los EBDC's

Generalmente se formulan como polvos, polvos mojables, granulos, pastas o suspensiones
acuosas, y se presentan comercialmente con los nombres: dithane M-45 (mancozeb), manzate

(maneb), zineb.

3.2.1.1.4 Toxicidad

Los etilénbisditiocarbamatos son moderadamente irritantes de la piel y de las membranas
mucosas. Debido a que estos agentes se degradan parcialmente a CS2 en el organismo, se
sospecha que este metabolito juega un papel en los efectos neurotdxicos. Tedricamente, este
grupo de compuestos induce una intolerancia al alcohol parecida a la del antabuse (disulfiram),
ya sea por inhibicion de la acetaldehido deshidrogenasa o por la formacion de un compuesto

cuaternario con el etanol.(126)
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3.2.1.1.5 Usos

En la industria son utilizados en la manufactura del azlcar y del papel, y como antioxidantes
y aceleradores del proceso de vulcanizacién en la obtencion del caucho. Ademas, debido a sus

propiedades quelantes también son utilizados en el tratamiento de aguas residuales.

El consumo mundial de los ditiocarbamatos se encuentra entre las 25,000 y 35,000 toneladas

métricas por afio.(13)

3.2.1.2 Etiléntiourea

Uno de los productos metabolicos de la descomposicion de los etilénbisditiocarbamatos
(EBDC’s) en mamiferos, plantas, y organismos inferiores, es la etiléntiourea (ETU). Durante el
almacenamiento de formulaciones de EBDC's, y de la coccién de vegetales que contienen

residuos de estos compuestos, se genera etiléntiourea como producto de degradacion.

3.2.1.2.1 Propiedades fisicas y quimicas de la etiléntiourea

En la Tabla 3.6 se resumen algunas propiedades de este compuesto.
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Tabla 3.6. Propiedades de la etiléntiourea.

Apariencia:

Solubilidad

Punto de inflamacion:

Coeficiente de reparto octanol-

agua como log Pou:

Base débil, pKa:

Propiedad Descripcion
No de CAS: 96-45-7
H
N
Estructura quimica: [ >:S
N
H
Formula empirica: CsHeN2S
Masa molecular: 102.17 g mol-!

Cristales blancos-amarillos

En 100 mL de agua: 2ga 30 °C,9ga 60 °C, 44 g a 90 °Cx
Moderadamente soluble en metanol, etanol, etilenglicol y piridina.
Insoluble en acetona, éter, cloroformo y bencenox.

252 °Cx

-0.66%

2.09+0.20@)

(

2006 ACD/Labs)
*International chemical safety cards

(132)

'Calculada mediante el programa Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V8.14 for Solaris (1994-

3.2.1.2.2 Distribucién y transformacion

Aunque la etiléntiourea es un compuesto muy estable con respecto a reacciones de hidrélisis,

es facilmente oxidable a etilénurea (EU). La transformacion a EU toma lugar principalmente en

sistemas biolégicos mediante

una reaccion fotolitica, especialmente en presencia de
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fotosensibilizadores. En la Figura 3.11 se presentan las principales vias de descomposicion de la

ETU.
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Figura 3.11. Vias de descomposicion de la etiléntiourea.

En muestras de suelo, solamente la etilenurea es identificada como producto de

descomposicion de la ETU. Por otro lado, la cinética de degradacion de la etiléntiourea es mas
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lenta en muestras de suelo que son sometidas previamente a un proceso de autoclave que en

muestras de suelo no estériles.

La etiléntiourea es estable en agua desionizada en ausencia de fotosensibilizadores, pero es
rapidamente oxidada en su presencia. En estudios de Ross y Crosby, se observd que después
de 4 dias de haber adicionado riboflavina a disoluciones de 10 y 25 mg L' de ETU, la
concentracion de este compuesto en ambas disoluciones era menor del 5% al compararlas con

disoluciones control conservadas en la oscuridad.

En estudios realizados con raices de maiz, lechuga, tomate y semilleros de pimienta, se

observo que la etiléntiourea es rapidamente absorbida y degradada.

La etiléntiourea es también rapidamente absorbida, metabolizada, y excretada por los
mamiferos. Una cantidad superior al 90% es eliminada por la orina y solamente una pequefia
cantidad en las heces. La distribucién de ETU en el organismo de un mamifero aparentemente es
uniforme con la excepcion de una acumulacion relativa en la glandula tiroides. La ETU puede
degradarse a etiléndiamina (EDA), urea, didxido de carbono y acido oxalico, aunque también

puede ser transformada en derivados de imidazol en mamiferos, plantas y medio ambiente.(13%)

3.2.1.2.3 Niveles ambientales y exposicion humana

La cantidad de ETU en formulaciones comerciales de EBDC's se incrementa al elevarse la

temperatura y la humedad. La formacion de ETU durante el almacenamiento de los
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etilénbisditiocarbamatos es méas grande en formulaciones de maneb (>14%), seguida de zineb y
mancozeb. Las proporciones relativas de los productos de degradacion son diferentes para los

distintos EBDC's.

Estudios realizados en Canada y los Estados Unidos, han mostrado que vegetales como
espinacas, zanahorias, y papas, que han sido tratados con EBDC's, contienen altos niveles de

ETU después de su coccidn.

Por otro lado, se determind la concentracion de ETU formada a partir de residuos de
mancozeb en manzanas que fueron procesadas para obtener jugo. Los resultados mostraron un

contenido de ETU de 0.05 mg kg-' de jugo.(1%3)

En otro estudio se analiz6 la degradacion del mancozeb y de la ETU en uvas tratadas con
este EBDC. Los residuos de estos compuestos disminuyeron al 50% en la primera semana, y
reducciones mayores ocurrieron con el crecimiento del fruto. El tiempo de vida media fue de 35
dias para el EBDC y de 28 dias para la ETU (presentes al inicio en una concentracion de 0.3 mg

|_-1)_(134)

Un programa de monitoreo iniciado en 1972 por el gobierno canadiense, revelé que el 33%
de las muestras de alimentos analizadas contenian residuos detectables de ETU. En muestras de
espinaca y naranja empacadas se encontraron valores promedio de 0.047 mg Kg'y 0.083 mg

Kg-! de producto respectivamente.
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Estudios mas recientes de niveles de ETU en productos para venta comercial, muestran que
el nivel mas alto de este compuesto fue encontrado en duraznos enlatados con una
concentracion de 0.61 mg Kg-! de producto, mientras que los niveles en piel de naranja, tomate,

papas, fresas, duraznos y lechugas fueron menores que 0.2 mg Kg-' de producto.

Los valores de exposicion estimados en la poblacion de los Estados Unidos son del orden de
0.24 a 3.65 pug ETU Kg' de peso corporal por dia y en Canada alrededor de 1 ug ETU Kg' de

peso corporal por dia.(133)

3.2.1.2.4 Toxicidad

Dentro de los efectos adversos que la etiléntiourea induce en mamiferos, se encuentran
reportados: efectos mutagénicos, carcinogénicos y de toxicidad materna. Las investigaciones
realizadas en varios animales modelo indican que las ratas son probablemente la especie mas

sensible.(13%)

En niveles de dosis >25 mg Kg' de peso corporal, disminuye la cantidad de la proteina
enlazante de yoduro (PBI) e incrementa la estimulacién de la hormona tiroidea (TSH). En niveles
de dosis mas altos (>100 mg Kg' de peso corporal), incrementa el peso de la tiroides y se

desarrolla hiperplasia, la cual finalmente provoca adenocarcinoma.

Se ha visto que los efectos de exposicidon a corto plazo hacia bajos niveles de ETU son

reversibles, pero cuando se tiene una exposicion prolongada a altos niveles de este compuesto,
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los efectos llegan a ser en cierto momento irreversibles. Se sabe que a un nivel de

aproximadamente 5 mg Kg-' de peso corporal no se presentan efectos téxicos. (1)

En ratas y ratones la ETU induce toxicidad perinatal, provoca la reduccion y en algunos
casos la ausencia de produccion de leche materna en estos mamiferos. Cuando la dosis aplicada
a las madres lactantes es igual 0 mayor a 30 mg Kg-' de su peso corporal provoca la mortalidad

de las crias.(13%)

La ETU ha sido clasificada por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer como

posible carcindgeno en humanos.(137)

Debido a su relativa estabilidad y su clasificacién como probable carcinégeno en humanos es

necesario realizar estudios ambientales acerca de su persistencia y movilidad.('38)

3.2.1.2.5 Métodos analiticos

En la Tabla 3.7 se presentan las metodologias analiticas que se han utilizado para la

determinacion de etiléntiourea.
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Tabla 3.7. Metodologias analiticas para la determinacion de etiléntiourea.

Descripcion Preparacion de muestra Parametros analiticos Ref.
Determinacion simultanea de Extraccion Liquido Liquido | %Recobro: 50-90 (139)
maneb y sus principales (ELL) %CV:<3.8
metabolitos en jitomate utilizando LC: 0.040 mg Kg!

CLAR-UV Intervalo lineal: 0.025-5 mg L
Determinacion de ETU en | Microextraccion en Fase | %Recobro: >85 (140)
alimentos mediante cromatografia | Sélida (MEFS)
de gases con deteccion de
captura de electrones y de
nitrégeno-fosforo
Aplicacion de CG/MS para la | Extraccion en Fase Solida | %Recobro: >90 (141)
determinacion de ETU en orina de | (EFS) %CV: <20
humanos LC: 2 ug L

Intervalo lineal: 0-200 mg L-!
Método oficial AOAC 992.31. | Extraccion en Fase Solida | Intervalo lineal: 6-100 ug L (142)
Residuos de etiléntiourea en | (EFS)
agua. Cromatografia de gases.
Determinacion de ditiocarbamatos | Dispersion de Matriz en | DMFS (143)

y sus metabolitos en plantas
mediante CL-MS

Fase Sdlida (DMFS) vy
Extraccion en Fase Sélida
(EFS)

%Recobro: 42.5-67.6
Intervalo lineal: 1-50 mg L~

EFS
%Recobro; <15

Intervalo lineal: 0.25-50 mg L
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Descripcion Preparacion de muestra Parametros analiticos Ref.
ETU en orina como un indicador | Extraccion en Fase Sélida | %Recobro: ~72 (144)
de exposicion a mancozeb en | (EFS) %CV: 2-12
trabajadores de vifiedo LC: 0.5 ng g' de creatinina
Intervalo lineal: 0-100 pg g
de creatinina
Optimizacion de un método de | Dispersion de Matriz en | %Recobro: <76 (149)

dispersion de matriz en fase
solida para la determinacién de
residuos de EBDC's en

almendras

Fase Sélida (DMFS)

%CV: <5
LC: 0.05 mg Kg"’

3.21.2.6 Usos

La etiléntiourea se utiliza como acelerador en la cura del policloropreno (neopreno) y otros

elastémeros, como intermediario quimico en la manufactura de pesticidas, colorantes y productos

farmacéuticos.(146)

3.2.1.3 Bencimidazoles

Los bencimidazoles se han empleado ampliamente en la prevencién y tratamiento de las

enfermedades infecciosas ocasionadas por numerosos tipos de parasitos, asi como en el control

de una amplia variedad de hongos que afectan cultivos de frutas y verduras durante su
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almacenamiento y transporte.('47) Dentro de estos compuestos destacan el tiabendazol (TBZ),

benomil (BEN) y carbendazim (CBZ).

3.2.1.3.1 Propiedades fisicas y quimicas

En la Tabla 3.8 se resumen algunas propiedades de estos compuestos.

Tabla 3.8. Propiedades fisicas y quimicas de los bencimidazoles en estudio.

Propiedad Tiabendazol Carbendazim Benomil
No de CAS: 148-79-8 10605-21-7 17804-35-2
Formula
C1oH7NsS CoHaN30, C1aH18N4O4
molecular:
Masa
201.2 g/mol 191.2 g/mol 290.4 g/mol
molar:
|
H H
Estructura N/ rla \/\0 "
@[ >_(\s @: >—NHcozcng
quimica: >—NHC020HJ
/ N _ / N
CONHC,4H,
Coeficiente
de reparto X .
5.3-6.2 N.R. N.R.
octanol-
agua (Kow):
Valores de *
25y4.7 4.8y9.52 N.R.
pKa:

*N. R. No reportado
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3.2.1.3.2 Toxicidad

Debido a que algunos miembros de esta clase de compuestos presentan efectos
teratogénicos y embriotdxicos en especies animales, la Union Europea ha fijado los limites
méaximos de residuos (LMR's) de bencimidazoles y sus metabolitos en los productos animales.
Un limite maximo del residuo o un “LMR maximo” significa la concentracion maxima del residuo,
que como resultado del uso de un producto medicinal veterinario se puede permitir legalmente
como aceptable en un alimento. Este limite se basa en el tipo y la cantidad del compuesto que
puede estar presente sin provocar peligro toxicoldgico para la salud humana. El higado, el rifién,
el musculo y la grasa son los tejidos utilizados para el control del residuo. El intervalo de LMR se

encuentra entre 10 y 1000 ug Kg-' dependiendo del compuesto y de la matriz.

En el caso de los bencimidazoles utilizados como agentes fungicidas y debido a su capacidad
de alcanzar las partes comestibles del alimento, los limites maximos establecidos se encuentran

en el intervalo de 0.05 a 15 mg Kg-' dependiendo del cultivo.(148)

Se tiene el conocimiento de que el TBZ presenta una ligera toxicidad en dosis muy altas y
que provoca desoOrdenes en el intestino e higado en animales de prueba en periodos de
exposicion prolongados. Algunos desordenes reproductivos y de disminucion de peso también
han sido observados. Cuando se utiliza como farmaco, puede provocar los siguientes efectos
secundarios en el hombre: nausea, vomito, pérdida del apetito, diarrea, mareos, somnolencia o
dolor de cabeza, ojos y piel amarilla, fiebre y fatiga. No se han observado efectos mutagénicos ni

carcinogénicos.
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En el caso del benomil, éste puede interferir en el metabolismo de las hormonas, por lo que
su uso ha sido restringido por razones ambientales y de salud en Suecia. También ha sido

relacionado con dafios ambientales en Florida.(148)

3.2.1.3.3 Métodos de extraccion

La Extraccion Liquido-Liquido es la técnica de preparacién de muestras mas comunmente
utilizada en el analisis de bencimidazoles. Sin embargo, la polaridad y los valores de pKa pueden
diferir enormemente entre estos compuestos y sus metabolitos, lo cual hace dificil el desarrollo de

un método multi-residuos.

En el caso de tejidos de origen animal, los bencimidazoles son extraidos con un disolvente
organico y purificados mediante Extraccion en Fase Sélida para posteriormente ser analizados
con CLAR-UV. Algunos investigadores han extraido estos compuestos utilizando un sistema de
disolvente simple, como el acetonitrilo, 0 mezclas binarias agua/disolvente orgénico en valores de
pH neutro(49), Por otro lado, el empleo de extractantes acidos ha tenido un campo de aplicacion

muy pequefio debido a que la metodologia involucra pasos de hidrdlisis o digestion.

A continuacién se mencionan algunas metodologias utilizadas en la extraccion de

bencimidazoles (Tabla 3.9).
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Tabla 3.9. Metodologias de extraccion utilizadas en la determinacion de bencimidazoles.

Compuestox Matriz Extraccion Limpieza % Recobro | Ref.
TBZ Jugos de fruta EFS EFS 81-100 (149)
ABZy TBZ | Musculo, higado | Acetonitrilo-agua ELL 65-87 (150)
y rifion
ABZy TBZ Higado Acetato de etilo | EFS con alumina 67-90 (151)
y Cis
ABZy TBZ Leche Acetonitrilo ELL 62-108 (152)
ABZyTBZ | Leche, higadoy | Acetato de etilo EFS 44-87 (153)
rifidn en pH alcalino

ABZyTBZ Musculo DMFS DMFS 63-86 (154)
CBZyTBZ Jugo de frutas EFS EFS 70-107 (155)

*ABZ: albendazol; TBZ: tiabendazol; CBZ: carbendazim, EFS: Extraccion en Fase Sélida, ELL: Extraccion liquido-liquido,

DMFS: Dispersion de Matriz en Fase Sélida.

3.2.1.3.4 Usos

Los agentes antiparasitos representan una clase importante en la medicina veterinaria. Entre

ellos los bencimidazoles antihelminticos son ampliamente utilizados en la produccién de carne

animal (ganados, ovejas y cerdos) para el control de endoparasitos.

El tiabendazol (TBZ) fue el primer bencimidazol comercializado desde hace mas de 40 afios

y ha sido ampliamente utilizado en el control de neméatodos gastrointestinales y gusanos

pulmonares. Presenta propiedades acaricidas y antihelminticas hacia especies que dafan
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animales silvestres, ganado y al hombre. También se emplea en el tratamiento de infecciones en
el oido de perros y gatos. Ademas se utiliza en el control de las enfermedades ocasionadas por
hongos en frutas y vegetales, asi como en el control del proceso de maduracién de los mismos.
El TBZ es aplicado en cosechas de bananas para garantizar su frescura. Por otro lado, el
tiabendazol también es un agente quelante, por lo que es utilizado en tratamientos medicinales
en casos de envenenamiento por exposicion hacia metales, como por ejemplo: plomo, mercurio y

antimonio.

El benomil es utilizado como agente acaricida, fungicida y nematicida. Es uno de los

bencimidazoles mas utilizados en el cultivo de la vid.

Por su parte el carbendazim es utilizado como fungicida de amplio espectro y, junto con el
benomil, es también uno de los bencimidazoles mas utilizados en el cultivo de la vid, mientras
que el albendazol es utilizado en el tratamiento de nematodos gastrointestinales en todas sus

etapas de crecimiento.(147)

3.3 Polimeros impresos para etiléntiourea y bencimidazoles

Hasta el momento no se encuentra reportado ningun polimero impreso para etiléntiourea y
debido a las caracteristicas intrinsecas de esta molécula, como son: una alta polaridad, un
tamafio muy pequefio con un numero limitado de sustituyentes y caracteristicas de deteccion
deficientes, la obtencion de un material adsorbente que reconozca a esta especie es de suma

importancia y representa un reto cientifico.
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En el caso de los bencimidazoles y de acuerdo con lo reportado por C. Cacho et al.('%6), se ha
logrado sintetizar monolitos impresos para tiabendazol en el interior de columnas capilares al
utilizarse acido metacrilico como mondmero funcional y etilenglicol dimetacrilato como
entrecruzante. El empleo de este PIM como fase estacionaria en electrocromatografia capilar se
ha aplicado en la determinacién de tiabendazol en muestras de citricos (limon y naranja) a
niveles de concentracion inferiores a los limites maximos legislados (5 mg L). La elevada
selectividad del método desarrollado permite la separacion del tiabendazol del resto de los
componentes de la matriz, con lo cual no es necesario ningun paso previo de limpieza de la

muestra lo que acorta considerablemente el tiempo de analisis requerido.

Por otro lado C. Cacho et al.(1%"), también ha logrado sintetizar dos tipos de materiales
impresos para tiabendazol mediante el método de polimerizacién por precipitacion, en agitacion
constante de 20 rpm, utilizando acido metacrilico como monomero funcional y etilenglicol
dimetacrilato y divinilbenceno como entrecruzantes. Estos polimeros fueron empleados como
adsorbentes en ensayos de Extraccion en Fase Sélida. El acoplamiento fuera de linea de este
tipo de preparacion de muestra con cromatografia de liquidos de alta resoluciéon permitio la
cuantificacion de diferentes bencimidazoles (albendazol, benomil, carbendazim, fenbendazol,
flubendazol, fuberidazol y tiabendazol) en muestras de agua de rio, grifo y pozo, en un intervalo
de concentraciones comprendido entre 0.1y 1 pug L. Sin embargo, la posterior eliminacion de la
molécula plantilla de la matriz polimérica que involucra un paso de extraccion Soxhlet y la
necesidad de utilizar una pequefia cantidad de dimetilsulféxido durante la etapa de lavado en los
ensayos de EFS, indican la existencia de poros de impresion un poco restringidos en este

material.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacion

4.1.1 Equipo, materiales y reactivos

Para la cuantificacion de la etiléntiourea se utilizd un cromatdgrafo de liquidos
constituido por una bomba de alta presion series Il de Lab Alliance, un detector UV de
longitud de onda variable de Linear Instruments, una valvula de inyeccion con rizo de 25
uL de Lab Alliance y un sistema de adquisicion de datos Data Ally 2000 versién 2.09.

Los andlisis de tiabendazol, benomil y carbendazim fueron realizados con un
cromatografo de liquidos constituido por una bomba de alta presién de Thermo
Separation Products serie 4100 y un detector UV de arreglo de diodos Spectro Monitor
5000 de Thermo Separation Products.

Bomba isocratica Beckman 110B.

Bafio de ultrasonido Sonicor SC-100.

Bafio de ultrasonido, P-Selecta Ultrasons Serie 0416297.

Purificador y desionizador de agua, Nanopure Ultrapure Water System Barnsted
Thermolyne 04747.

Purificador y desionizador de agua, Milli-Q Modelo 185 de Millipore.

Balanza analitica con capacidad de 210 g y precision de 0.1 mg, Ohaus AP210S.
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e Valvula de conmutacion automatica de 6 puertos, Rheodyne 7750E06.

4.1.2 Columnas y Cartuchos

a. Columnas analiticas utilizadas en los ensayos con etiléntiourea

e Columna APS-2 Hypersil (250 x 4.6 mm, d.i) de 5 um de tamafio de particula, Thermo
Electron Corporation.

e Columna Hypercarb (100 x 3 mm, d.i.) de 3 um de tamafio de particula, Thermo Electron
Corporation.

e Columna PRP-1 (150 x 4.1 mm, d.i.) de 10 um de tamafio de particula, Hamilton

Company.

b. Columna analitica utilizada en los ensayos con bencimidazoles.
e Columna Hypersil ODS (250 x 4.6 mm, d.i) de 5 um de tamafio de particula, Thermo

Electron Corporation.

c. Cartuchos de extraccion en fase sélida utilizados en los ensayos con etiléntiourea.
e Constituidos por jeringas de polipropileno (capacidad 5 mL) y filtros de acero inoxidable
(12 mm de diametro, 0.075 mm de grosor y 2 um de didmetro de poro), los cuales fueron

empacados con 0.5 g del polimero impreso (PIM) o del blanco de polimerizacion (PB).
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d. Cartuchos de extraccion en fase solida utilizados en los ensayos con bencimidazoles.
e Constituidos por jeringas de polipropileno (capacidad 5 mL) y filtros de polietileno poroso
(12 mm de diametro, 0.075 mm de grosor y 2 um de di@metro de poro), los cuales fueron

empacados con una cantidad conocida del PIM o del PB.

e. Columna de preconcentracion en linea utilizada en los ensayos con bencimidazoles.
e Constituida por una columna de acero inoxidable (50 x 4.6 mm d.i.) con filtros de acero
sinterizado poroso (2 um de didmetro de poro), empacada con aproximadamente 300 mg

del material impreso.

4.1.3 Reactivos y disolventes

Reactivos

e Etiléntiourea (ETU), pureza del 99%, Chem Service.

¢ Tiabendazol (TBZ), pureza del 99%, Riedel Haen

e Carbendazim (CBZ), pureza del 97%, Riedel Haen

e Benomil (BEN), pureza del 99%, Riedel Haen

e Acido metacrilico (AMA), pureza del 99%, Sigma-Aldrich.

¢ Divinilbenceno (DVB), pureza del 85 %, Sigma-Aldrich.

e Acrilamida (ACA), grado electroforético, Aldrich.

e 4-Vinilpiridina (4-VP), pureza del 95%, Sigma.

e Etilenglicol dimetacrilato (EGDMA), pureza del 98 %, Aldrich.

e 2-2'-azobisisobutironitrilo (AIBN), pureza del 99% Sigma-Aldrich.
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e Acido acético glacial, pureza del 99.7%, Scharlab S.L.

e Acido perclérico, pureza del 69-72%, J.T. Baker.

e Hidroxido de sodio, grado reactivo analitico, J.T. Baker.

e Acido acético glacial, pureza del 99.7%, J.T. Baker.

e Acido formico, pureza del 88%, J.T. Baker.

o Acetato de amonio, reactivo analitico, Productos Quimicos Monterrey.

e Acido fosférico, pureza del 85%, J.T. Baker.

Disolventes

e Agua desionizada Nanopure.

e Acetonitrilo, grado CLAR, Tecsiquim.

e Metanol, grado CLAR, Tecsiquim.

e Etanol, grado ACS, J.T. Baker.

e Hexano, grado CLAR, Tecsiquim.

o Acetonitrilo (AcCN), grado CLAR, Scharlab S.L.
e Acetonitrilo (AcCN), grado CLAR, Tecsiquim.
e Metanol (MeOH), grado CLAR, Scharlab S.L.
e Metanol (MeOH), grado CLAR, Tecsiquim.

e Metanol, grado ACS, J.T. Baker.

e Etanol, grado ACS, J.T. Baker.

e Isopropanol (IsoOH), grado CLAR, Fermont.

e Hexano, grado CLAR, Tecsiquim.
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4.2 Métodos cromatograficos

4.2.1 Condiciones cromatograficas para la determinacion de etiléntiourea

La determinacién de etiléntiourea se realizO mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) con deteccidn ultravioleta a 230 nm. En la Tabla 4.1 se presentan las
condiciones de trabajo optimizadas para la cuantificacién de etiléntiourea en matrices acuosas y

organicas (acetonitrilo y metanol).

Tabla 4.1. Condiciones cromatograficas para la determinacion de etiléntiourea.

Columna Matriz Modo Fase movil Flujo

PRP-1 (fase reversa polimérica) | Acuosa Isocratico | Agua-MeOH 95-5 (v/v) 1 mL min-!

Hypercarb (fase reversa carbon , .
- Acuosa | lIsocréatico Agua-AcCN 95-5 (viv) | 0.3 mL min-'
grafitizado)

APS-2 Hypersil (fase normal) Organica | Isocratico | Hexano-EtOH 60-40 (v/v) | 1 mL min-'

Para los tres métodos cromatogréaficos establecidos se verificaron los principales parametros

analiticos como: intervalo lineal de concentracion, precision, exactitud y limite de deteccion.

a) Intervalo lineal

La linealidad del instrumento se evalué inyectando por triplicado 10 disoluciones de ETU en
el intervalo de 0.05-20 mg L-'. Las curvas de calibracion se trazaron en diferentes dias, a partir de

disoluciones de ETU preparadas cada dia a los diferentes niveles de concentracion (muestras
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independientes). Al graficar el valor de area obtenido para cada valor de concentracion, se realizé
el ajuste por minimos cuadrados de las rectas obtenidas con el software Excel® de Microsoft

Office Professional Edition 2003.

b) Precision

Para evaluar la precisién del instrumento se realizaron 3 inyecciones de la disolucidn
estandar de ETU de 0.05 mg mL-'. El anélisis de datos se realizd mediante el calculo del

porcentaje del coeficiente de variabilidad (%CV) descrito en el anexo 1.

c) Exactitud

El pardmetro de exactitud instrumental fue calculado a partir de la inyeccion de 3 disoluciones
independientes de ETU de concentracion igual a 5 mg mL'. Con los valores de area
determinados y los parametros de regresion calculados de las curvas del intervalo lineal, se

determind la concentracion de cada estandar y se comparé con el valor conocido (5 mg mL-1).

d) Limite de deteccion experimental

Se realizaron 7 inyecciones de una disolucion blanco (disolucién preparada en ausencia de
ETU). Con los valores de area determinados se calcularon la media y su desviacion estandar. El
limite de deteccion se reporta de acuerdo con lo establecido por Miller y Miller(158) descrito en el

anexo 1.
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4.2.2 Condiciones cromatograficas para la determinacion de bencimidazoles. Tiabendazol,

carbendazim y benomil

La determinacion de los bencimidazoles se realiz6 mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR) con deteccion ultravioleta. ElI monitoreo de tiabendazol se verifico a 305 nm,
mientras que el carbendazim y benomil a 240 nm. Las condiciones cromatograficas y el programa
de gradiente optimizado para la separacién de los 3 bencimidazoles se presentan en las Tablas

42y43,

Tabla 4.2. Condiciones cromatogréficas para la determinacion de bencimidazoles.

Columna Modo
Gradiente
ODS Hypersil (fase reversa) Disolucion A: CH;COOH al 2%

Disolucion B: acetonitrilo

Tabla 4.3. Programa de gradiente empleado para la separacion de bencimidazoles.

Tiempo (min) %B
0 0
4 20
14 20
26 100
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4.3 Polimeros impresos para Etiléntiourea

4.3.1. Metodologia de sintesis de los materiales impresos

Todos los materiales impresos para etiléntiourea fueron obtenidos con el método de
polimerizacion en bloque via radicales libres, y el formato de impresién no covalente. Para
cada ensayo de sintesis se prepard una mezcla que contenia el(los) monémero(s) funcional(es),
el analito-plantilla, el entrecruzador y el iniciador en cantidades conocidas, en un volumen
determinado de disolvente porégeno. En algunos casos, la mezcla de reaccién fue burbujeada
con N2 gaseoso durante 10 minutos para eliminar el Oz presente. Los contenedores de la mezcla
fueron sellados y sumergidos en un bafio de agua a temperatura controlada (60 °C), hasta que el
polimero solidifico completamente (24 h). El sélido obtenido fue molido y empacado en jeringas
de polipropileno, a través de las cuales se percol6 una disolucion de HCIO4 0.1 M en MeOH. La
finalidad de dicho tratamiento fue la de remover en su totalidad la molécula plantilla utilizada
durante la sintesis del material impreso, dejando libres los sitios de reconocimiento para

etiléntiourea.

Paralelamente, en la preparacion de cada material impreso también se sintetizo un blanco de
polimerizacién, el cual fue sintetizado bajo las mismas condiciones de reaccion pero sin la adicién

de molécula plantilla.
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4.3.1.1 Ensayos preliminares. Uso de AMA como monomero funcional, evaluacion del

disolvente porégeno

En una primera etapa de este trabajo de investigacion se utilizé acido metacrilico como
mondmero funcional y EGDMA como agente de entrecruzamiento, se verifico el desempefio de
cuatro disolventes pordgeno sobre la impresion molecular de ETU. En la Tabla 4.4 se resumen

las composiciones de las mezclas de reaccion ensayadas para la sintesis del polimero.

Tabla 4.4. Condiciones de sintesis para la obtencion de los materiales impresos con AMA como monoémero

funcional.
Polimero 1 2 3 4
Porégeno MeOH | AcCN | IsoOH | MeOH-H0 4:1
Monémero funcional Acido metacrilico
Agente entrecruzador Etilenglicol dimetacrilato
Iniciador Azo-isobutironitrilo
Relacion en mol Plantilla-Monoémero-Entrecruzante 1:8:40
Relacién Unidades polimerizantes-Disolvente 3:4
pordgeno (v/v)
Relacion en mol Unidades polimerizantes-Iniciador 100:1

4.3.1.2 Evaluacion de mezclas de monémeros funcionales

Posteriormente se probaron diferentes mezclas de mondmeros funcionales y relaciones
plantilla-monémeros-mondémero,-entrecruzante para tratar de imprimir el analito de interés en el

material polimérico (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Condiciones de sintesis para la obtencion de los materiales impresos con mezclas de monémeros.

Polimero 5 6 7
Monomeros funcionales AMAyACA | AMAy 4-VP | ACAy 4-VP
Agente entrecruzador Etilenglicol dimetacrilato
Por6geno MeOH AcCN AcCN
Iniciador Azo-isobutironitrilo

Relacién en mol Plantilla-Monémeros-Mondmeroz-Entrecruzante 1:4:4:40 1:2:2:20 1:2:2:20
Relacion Unidades polimerizantes-Disolvente pordgeno (v/v) 3:8 3.8 3.8
Relacién en mol Unidades polimerizantes-Iniciador 100:1

4.3.1.3 Efecto de la proporcion de Acrilamida:4-Vinilpiridina sobre las propiedades del

material adsorbente

Debido a los resultados de minima retencién no especifica y mejores porcentajes de recobro,
se tomod como material base de composicidn el numero 7, constituido de acrilamida y 4-
vinilpiridina, para llevar a cabo el estudio del efecto de la proporcién de estos reactivos sobre la
impresion molecular de la etiléntiourea. Para ello se seleccionaron tres relaciones de composicion
de acrilamida y 4-vinilpiridina diferentes a la del polimero 7, manteniendo constantes los demas
parametros de la sintesis. En la Tabla 4.6 se resumen las proporciones de los reactivos utilizados

en estos nuevos sistemas.

-85-




IV. PARTE EXPERIMENTAL

Tabla 4.6. Condiciones de sintesis para la obtencion de los materiales impresos variando proporcion de

reactivos.
Polimero 8 9 10
Monémeros funcionales ACAy4-VP | ACAy4-VP | ACAy4-VP
Agente entrecruzador Etilenglicol dimetacrilato
Porégeno AcCN
Iniciador Azo-isobutironitrilo
Relacion en mol ETU-ACA-4-VP-EGDMA 1:0:4:20 1:4:0:20 1:1:3:20
Relacion Unidades polimerizantes-Disolvente porégeno (v/v) 3:8 3:8 3:8
Relacién en mol Unidades polimerizantes-Iniciador 100:1

4.3.1.4 Efecto de la proporcion de disolvente porégeno en la mezcla de reaccion

Para llevar acabo el estudio del efecto de la cantidad del disolvente porégeno sobre la

impresion molecular de la ETU, y debido a los resultados obtenidos mediante los ensayos de

EFS, se seleccionaron las condiciones de sintesis de los materiales 7 y 10. Las relaciones

unidades polimerizantes-porédgeno que se pretendian ensayar en esta parte del trabajo fueron la

3:4 yla 3:12 (v/v). Sin embargo, al intentar preparar la mezcla de reaccion con la relacién 3:4, no

fue posible disolver en su totalidad la cantidad requerida de molécula plantilla, por lo que

solamente la relacion 3:12 fue evaluada. En la Tabla 4.7 se resumen las condiciones de sintesis

de los nuevos polimeros preparados. Los resultados de EFS obtenidos con estos nuevos

materiales fueron comparados con los observados cuando la relacion utilizada fue la 3:8.
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Tabla 4.7. Condiciones de sintesis para la obtencion de los materiales impresos variando la cantidad de

porégeno.
Polimero 1 12
Mondmeros funcionales ACAYy 4-VP
Agente entrecruzador Etilenglicol dimetacrilato
Porégeno AcCN
Iniciador Azo-isobutironitrilo
Relacién en mol ETU-ACA-4-VP-EGDMA 1:2:2:20 1:1:3:20
Relacién Unidades polimerizantes-Disolvente porégeno (v/v) 3:12
Relacion en mol Unidades polimerizantes/ Iniciador 100:1

4.3.2 Caracterizacion cromatografica de los materiales poliméricos

La evaluacién del grado de impresion de etiléntiourea en cada uno de los materiales
sintetizados se llevo a cabo mediante ensayos de extraccion en fase sdlida fuera de linea. En
estos ensayos se probaron diferentes disolventes y disoluciones con el fin de optimizar las etapas
de carga, lavado y elucién del proceso de EFS. La velocidad de flujo se mantuvo en 1 mL min-".
La seleccion del disolvente o disolucion adecuados para cada etapa, se basé en un cuidadoso
seguimiento de la etiléntiourea a lo largo de todo el proceso. La cuantificacion de ETU se realizd
por cromatografia de liquidos de alta resoluciéon en modo de fase normal o fase reversa con

deteccion UV a 230 nm.
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Con el fin de completar la caracterizacién cromatografica de los materiales 11 y 12, se
realizaron experimentos de EFS, variando la concentracién de ETU en la disolucién de carga y el
volumen cargado. Adicionalmente, con el polimero 12 se efectud un estudio de retencion por

analisis frontal, donde se utilizé un flujo de 0.6 mL min-'.

4.3.2.1 Variacion del volumen de la disolucion de carga a cantidad cargada constante

Durante el paso de carga en experimentos de extraccidén en fase solida, una cantidad
constante y conocida de ETU (1.3 ug), contenida en diferentes volimenes de acetonitrilo (Tabla
4.8), fue percolada a través de los cartuchos empacados con aproximadamente 0.5 g de los
polimeros sintetizados. En todos los ensayos, el acondicionamiento, lavado y elucion fueron

realizados como a continuacién se describe:

Acondicionamiento: 10 mL de acetonitrilo puro.
1 Lavado: 5 mL de acetonitrilo.

"] Elucion: 5 mL de una disolucion de CH3COONH4 0.1 M en MeOH.
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Tabla 4.8. Condiciones de variacion del volumen en la etapa de carga.

Volumen disolucién Concentracion disolucion Cantidad total de ETU
ETU (mL) ETU (ng mL-) cargada (ng)

2 0.65

5 0.26

10 0.13

25 0.052 1.3

50 0.026

100 0.013

200 0.007

4.3.2.2 Variacion de la concentracion de la disolucion de carga y de la cantidad cargada

Se realizaron experimentos de EFS variando la cantidad de ETU disuelta en un volumen de

carga constante de 50 mL (Tabla 4.9). Las condiciones de acondicionamiento, lavado y elucion

del cartucho fueron las descritas en el apartado 4.3.2.1.

Tabla 4.9. Condiciones de variacion de la concentracion de ETU.

Volumen disolucion ETU | Concentracion disolucion ETU Cantidad de ETU cargada
(mL) (ng mL") (ng)
0.06 3.0
0.1 5.0
50 0.15 75
0.25 12.5
0.65 32.5

-89-



IV. PARTE EXPERIMENTAL

4.3.2.3 Analisis Frontal

Los frentes de migracién de ETU en cartuchos empacados con el PIM y el PB fueron
obtenidos mediante la percolaciéon de disoluciones de concentracién conocida del analito en
acetonitrilo (influente). Cada cartucho fue previamente acondicionado con el mismo disolvente. La
disolucién emergente del cartucho (efluente), fue recolectada en pequefias fracciones de
volumen conocido para su posterior cuantificacion por CLAR. El paso de la disolucién de ETU a
través del cartucho fue mantenido Unicamente hasta que los valores de concentracién en el
influente y en el efluente se igualaron. La velocidad de flujo de la disolucién percolada se
mantuvo constante a 0.6 mL min-! durante todo el experimento. El analisis frontal se realiz6 para

las siguientes concentraciones de ETU en el influente: 0.05, 0.1, 0.15, 0.25, 0.4 y 0.6 pg mL-".

4.3.2.4 Perfiles de elucion

Una vez que todos los sitios de adsorcion en el PIM se encontraron ocupados por moléculas
de etiléntiourea (estado de saturacion o equilibrio), se realizé el proceso de desorcion del analito
con una disolucién de acetato de amonio 0.1 M en MeOH al mismo flujo de 0.6 mL min-'. El

efluente fue recolectado en pequefias fracciones de volumen conocido y cuantificado por CLAR.
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4.4  Polimeros impresos para bencimidazoles

4.4.1 Metodologia de sintesis de los materiales impresos

Los materiales impresos para los bencimidazoles fueron preparados con tiabendazol (TBZ)
como molécula plantilla y fueron obtenidos con el método de polimerizacién por precipitacion

via radicales libres, bajo el formato de impresion no covalente.

Para la sintesis de los polimeros impresos se utilizé acido metacrilico (AMA) como mondmero
funcional, divinilbenceno (DVB) como agente de entrecruzamiento y azoisobutironitrilo (AIBN)
como iniciador de la polimerizacion. El porégeno utilizado fue una mezcla de acetonitrilo-tolueno

(3:1, viv).

4.4.1.1 Evaluacion del volumen de disolvente porégeno. Pruebas preliminares

Se ensayaron tres volimenes de disolvente porégeno: 2.5, 5 y 7.5 mL. Las mezclas de
polimerizacidn preparadas solo contenian el monémero funcional, el agente de entrecruzamiento,
el AIBN y el disolvente porégeno. Una vez obtenida una mezcla homogénea con ayuda de
ultrasonido, los sistemas fueron cerrados y colocados en una estufa a 75 °C por 24 h.
Transcurrido ese tiempo, los polimeros se dejaron curar a 40 °C durante 48 h para inactivar los

radicales libres remantes en la matriz polimérica.

De los tres sistemas obtenidos, el que presentd el mayor rendimiento y las mejores

caracteristicas de manejo (material completamente sélido), fue el que se prepard con 5 mL de
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disolvente pordgeno, por lo que este volumen fue seleccionado como el optimo de trabajo

(polimero 2 de la Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Condiciones de sintesis de los polimeros con AMA. Variacion del volumen de porégeno.

Polimero 1 2 3
Monoémero funcional Acido metacrilico
Agente entrecruzador Divinilbenceno
Por6geno Acetonitrilo-tolueno (3:1, v/v)
Iniciador Azo-isobutironitrilo
Relacién en mol Unidades polimerizantes-Iniciador 70:4

Relacién Unidades polimerizantes-Disolvente porégeno (v/v) 1:28 1:56 1:84

4.4.1.2 Sintesis del material impreso para bencimidazoles

En la Tabla 4.11 se resumen las condiciones de sintesis utilizadas en la obtencion del

material impreso para bencimidazoles.
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Tabla 4.11. Condiciones de sintesis del polimero impreso para bencimidazoles.

Polimero 2

Monoémero funcional Acido metacrilico
Agente entrecruzador Divinilbenceno
Porogeno Acetonitrilo-tolueno (3:1, v/v)
Iniciador Azo-isobutironitrilo
Relacion en mol TBZ-AMA-DVB 1:5.5: 28.5
Relacién en mol Unidades polimerizantes-Iniciador 70:4

Relacion Unidades polimerizantes-Disolvente pordgeno (v/v) 1:56

Con la finalidad de incrementar el tamafio de particula del material impreso, y con ello
obtener un material apropiado para su uso en columnas de extraccion en fase solida, la mezcla
de polimerizacién se mantuvo en agitacién controlada (a 300 rpm) durante el proceso de sintesis
a 75 °C. El polimero obtenido fue tamizado, y las particulas con diametro de entre 100 y 250 pum
fueron seleccionadas y empacadas en un cartucho para remover la molécula platilla con una

mezcla de cido acético- metanol (1:1 v/v).

De la misma forma se prepard un polimero no impreso (PB), en cuya sintesis no se utilizo

molécula plantilla.
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4.4.2 Evaluacion del grado de impresion en el polimero

4.4.2.1 Optimizacion del proceso de extraccion fuera de linea.

Alrededor de 300 mg del material polimérico fueron empacados en un cartucho de EFS, el
cual fue acondicionado con 10 mL de acetonitrilo y cargado con 2 mL de una disolucién acuosa
de TBZ de concentracion igual a 1 mg L. Con la finalidad de encontrar la disolucién de lavado
adecuada, que eliminara por completo las interacciones no especificas que pudiese presentar el
blanco de polimerizacién, se probaron mezclas de acetonitrilo-agua en diferentes proporciones

utilizandose un volumen total de 5 mL.

Como disolucién de elucidn se utilizd una mezcla de acido acético glacial-MeOH en una
relacion 1:1 (v/v), la cual fue elegida por experiencias previas del grupo de investigacion de C.
Cacho con polimeros similares, verificandose que en el caso de este polimero impreso también

eluyera cuantitativamente al analito. El volumen empleado de fase de elucién fue de 12 mL. (157)

Los resultados obtenidos mostraron que era necesario utilizar acetonitrilo puro como fase de
lavado para la eliminacion completa de las interacciones no especificas presentadas por el
blanco, por lo que las condiciones experimentales finalmente establecidas para los ensayos de

extraccion en fase sélida se detallan a continuacién:

] Acondicionamiento del cartucho: 10 mL de acetonitrilo.
Carga: 2 mL de una disolucion de concentracién conocida de TBZ.
Lavado: 5 mL de acetonitrilo.

Elucion: 12 mL CH3COOH-MeOH 1:1 (v/v).
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4.4.2.2 Isotermas de adsorcion. Caracterizacion fisico-quimica del PIM

Con el protocolo de EFS optimizado, se procedié a llevar a cabo la caracterizacion fisico-
quimica del PIM mediante el trazo de las isotermas de adsorcién de tres bencimidazoles:

tiabendazol, benomil y carbendazim.

Como primera parte fue necesario determinar el tiempo de contacto requerido entre la fase
de carga y el material impreso para alcanzar el equilibrio. Con este fin, se ensayaron cuatro

diferentes tiempos: 0, 15, 30 y 60 min. El procedimiento utilizado fue el siguiente:

1. En un cartucho de EFS que contenia 25 mg del polimero impreso, el cual previamente
habia sido acondicionado, se vertié un volumen de 2 mL de una disolucién acuosa del
bencimidazol a concentraciéon de 1 mg L', bloqueando la salida para mantener todo el
liquido en contacto con el adsorbente.

2. Se espero a que transcurriera el tiempo de contacto elegido.

3. Se retird la disolucion del cartucho y se determiné la concentracion por espectroscopia
UV.

4. El cartucho se lavé con una mezcla de CH3COOH-MeOH 1:1 (v/v), para eliminar
completamente al analito adsorbido en el polimero, y se acondiciond para repetir el

experimento.

La isoterma de adsorcion de cada bencimidazol se obtuvo variando la concentracién del
analito en la disolucidén de carga y manteniendo esta Ultima en el cartucho durante el tiempo

previamente establecido.
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4.4.2.3 Capacidad del polimero impreso para preconcentrar los analitos a partir de

muestras de agua

Para realizar la preconcentracion, aproximadamente 300 mg del PIM sintetizado fueron
empacados en una columna de acero inoxidable de 50 x 4.6 mm de didmetro interno. La columna
fue conectada a una bomba de CLAR y a un detector UV con arreglo de diodos. Por lo tanto, esta
parte del trabajo se desarroll6 utilizando la modalidad de EFS en linea, ya que la carga de la
muestra, el lavado y la elucion se realizaron monitoreando en continuo el efluente de la columna
mediante el detector UV. El estudio de preconcentracion se realizd para 3 bencimidazoles

(tiabendazol, carbendazim y benomil) trabajando cada uno de ellos por separado.

a. Pruebas preliminares. Evaluacion del sistema

Primeramente se llevaron a cabo ensayos de EFS en linea utilizando en la etapa de carga un
volumen pequefio de una disolucion relativamente concentrada de un solo bencimidazol con la

finalidad de evaluar su perfil de elucién sin problemas de cuantificacion.

Las condiciones del experimento fueron:

1 Acondicionamiento del cartucho: 10 mL de agua desionizada.

Carga: 1 mL de una disolucion de 1 ppm (1 mg L) del bencimidazol en agua
(equivalente a 1 ug de analito).

] Lavado: 5 mL de acetonitrilo.

Elucion: 10 mL de una disolucién de CH3COOH al 2% en agua.
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b. Experimentos de preconcentracion en linea

Posteriormente se realizaron experimentos de preconcentracion, en los cuales, un volumen
de disolucién 100 veces mayor al inicialmente cargado a concentracion 100 veces menor del

bencimidazol, fue percolado a través del cartucho.

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Carga: 100 mL de una disolucién de 10 ug L' del bencimidazol en agua (equivalente a 1
ug de analito).
Lavado: 5 mL de acetonitrilo.

Elucion: 5 mL de una disolucion de CH3COOH al 2% en agua.

Ambos experimentos se realizaron con los tres bencimidazoles y los valores de tiempo de

retencion (tr) y de area de pico para cada bencimidazol fueron determinados y comparados.

4.4.2.4 Diseno del sistema de preconcentracion y determinacioén de los bencimidazoles en

linea

En un sistema como el descrito en el punto anterior, los bencimidazoles pueden ser
preconcentrados pero eluyen de la columna con el mismo tiempo de retencion y, como sus
espectros de absorcion UV son semejantes, no es posible determinarlos al mismo tiempo. Sin
embargo, si se intercala una valvula de conmutacion automatica y una columna cromatografica

de fase reversa (C+g) entre la columna de preconcentracion que contiene al PIM y el detector, los
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bencimidazoles eluidos al mismo tiempo de la columna del PIM podran ser separados en la

columna cromatografica.

Durante las etapas de carga y lavado, la valvula insertada se mantiene en la posicion de
‘carga” y los efluentes de la columna del PIM son enviados directamente a los desechos;
mientras tanto, por la columna cromatografica y el detector se hace circular una fase movil
constituida por una disolucién de CH3COOH al 2% en agua (es decir la fase antes empleada para
eluir los bencimidazoles de la columna del PIM). Posteriormente, la valvula se conmuta a la
posicion de “inyeccion”, con lo cual la fase mévil pasa por la columna del PIM, desorbe a los
bencimidazoles y los transfiere en linea a la columna cromatografica. En total se hacen pasar 5
mL de CH3COOH al 2% en agua a través de la columna del PIM. En estas condiciones, los
solutos no migran en la columna cromatogréfica de fase reversa, sino que son enfocados al
principio de ésta. La separacion posterior de los analitos se realiza por gradiente de elucion,
conmutando la valvula de nuevo hacia la posicién de “carga” y haciendo pasar la fase mavil
unicamente por la columna cromatografica. En la Figura 4.1 se presenta el esquema del sistema
en linea mostrando las lineas de flujo en las posiciones de “carga” e “inyeccidn” de la valvula de

conmutacion.
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(a)

- Eﬂ -
Desechos

1 6
Eﬂ Bombay
2 5
Detector Columna HPLC
3 4

Bombayj,
Desechos

1 6
Eﬂ Bombayy
2 5
3 4

Figura 4.1. Esquema del sistema en linea con la valvula de conmutacion en: (a) Posicion de carga y (b)

(b)

Posicion de inyeccion.

-99-



V. RESULTADOS Y DISCUSION

V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Métodos para la cuantificacion de etiléntiourea

Dentro de la caracterizacion y evaluacion de los materiales impresos para ETU a partir de
ensayos de extraccion en fase solida (EFS), un punto de suma importancia fue la determinacién
de la concentracion de este compuesto en los efluentes de cada uno de los pasos que conforman
un protocolo de EFS tipico. La optimizacion de este procedimiento cromatografico conlleva el uso
de disolventes de diferente naturaleza en cada uno de los pasos que lo conforman, por lo que fue
necesario desarrollar diferentes métodos que permitiesen la cuantificaciéon de este analito tanto
en disoluciones acuosas como organicas. La cuantificacion de etiléntiourea se realizd6 mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) con deteccion ultravioleta utilizando los

modos de fase normal y fase reversa.

5.1.1 Seleccion de la longitud de onda de trabajo

Con la finalidad de seleccionar la mejor longitud de onda para el monitoreo de la
etilentiourea, se trazd el espectro de absorcion en el ultravioleta de una disolucion acuosa de este
analito. En la Figura 5.1 se observa que este metabolito muestra dos méximos de absorcion, de
los cuales, el de 230 nm resulta ser el mas adecuado ya que presenta un coeficiente de

absorcion mayor que el de 209 nm, por lo que se tiene una mejor sensibilidad de deteccion y la
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posibilidad de determinar concentraciones mas pequefias de ETU. Ademas, cabe mencionar que
la A= 209 nm es muy poco selectiva y facilmente pueden presentarse sefiales que interfieran con
la deteccion del analito de interés. Por lo tanto, todas las determinaciones de ETU se realizaron a

230 nm.

10 A 230

0og | 209

06 ]

04

Absorbancia (uA)
1

0.2 ]

0.0

200 240 280 320 36(

Longitud de onda (nm)

Figura 5.1. Espectro de absorcion en el UV de una disolucion acuosa de ETU a concentracion de 20 mg L.

5.1.2 Determinacion de etiléntiourea en muestras acuosas

La cuantificacion de ETU en disoluciones acuosas se realizd por medio de cromatografia de
liquidos de alta resolucion en modo de fase reversa. Debido a que la etiléntiourea es una

molécula pequefa, polar y muy poco hidrofébica, fue necesario ensayar fases estacionarias con

-101 -



V. RESULTADOS Y DISCUSION

un mayor poder de retencion que las fases reversas tipicas Cis. Las fases estacionarias
poliméricas del tipo estireno-divinilbenceno y el carbon grafitizado han sido utilizados con éxito en
la separacion de compuestos muy polares, aunque su alta resistencia a la transferencia de masa
provoca baja eficiencia y por lo tanto baja sensibilidad. Con base en estos antecedentes, en el
presente trabajo se probaron dos tipos de columnas, una empacada con la fase polimérica (PRP-
1) con tamafio de particula de 10 um y otra empacada con carbén grafitizado (Hypercarb) de 3
pm.

Todas las curvas de calibracion presentadas en las siguientes secciones, se trazaron por
triplicado en diferentes dias a partir de muestras independientes (disoluciones de ETU

preparadas cada dia a los diferentes niveles de concentracién ensayados).

a) Polimérica (PRP-1)

Utilizando como fase movil una mezcla de H.0-metanol (MeOH) 95:5 (v/v) a un flujo de 1 mL
min-', se logré retener suficientemente al analito en la fase estacionaria sin un excesivo

ensanchamiento del pico.

Con estas condiciones de composicion y de flujo de la fase mévil se procedié a validar el
método de cuantificacion de ETU en muestras acuosas, para lo cual se determiné el area de los
picos obtenidos al inyectar disoluciones de diferente concentracién del analito. El limite superior
de concentracion de ETU en las muestras se fij6 en 10 mg L. Los datos se trataron
estadisticamente de acuerdo con los criterios estipulados en el Anexo 1. Los parametros de

regresion y el factor de correlacion de la curva de calibracion se presentan en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Parametros estadisticos de la validacion del método de cuantificacion de ETU en muestras

acuosas utilizando una columna con fase estacionaria polimérica.

Parametro Valor

Intervalo lineal (mg L) 0.05-10
Error tipico (Syx, mV) 34

N 12
Pendiente (m) 767 £5
Ordenada al origen (b) 7+£30
Factor de correlacién (R?) 0.9999
Ecuacion de regresion y=767x+7

Los resultados obtenidos indican que este método presenta una respuesta lineal para

concentraciones de etiléntiourea en el intervalo de 0.05 a 10 mg L' (Figura 5.2).
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Recta de Calibracion
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Concentracion ETU (mg L'1)

Figura 5.2. Curva de calibracion para la cuantificacion de ETU en muestras acuosas utilizando la columna

polimérica PRP-1.

b) Carbon grafitizado (Hypercarb)

El carbén grafitizado es un adsorbente mas hidrofébico que las fases estireno-divinilbenceno,
por ello en el caso presente se empled como modificador organico de la fase movil al acetonitrilo

(5%) que es un eluyente mas fuerte que el MeOH en fases reversas.

La validacion del método de cuantificacion de etiléntiourea en esta columna se realizd
inyectando disoluciones de diferente concentracion del analito y determinando su respuesta (area

de pico). En la Tabla 5.2 se presentan los pardmetros de regresién y de correlacion del método
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obtenidos a partir del tratamiento estadistico de los datos experimentales. Los resultados indican
que este método de cuantificacion de etiléntiourea presenta una respuesta lineal en el intervalo
de concentraciones de 0.05 a 10 mg L. La representacién grafica de la curva de calibracién

obtenida por el método de minimos cuadrados se presenta en la Figura 5.3.

Una desventaja de las fases estacionarias a base de carbén es su lenta cinética de
adsorcion-desorcidn, lo que se traduce en picos relativamente anchos y generalmente coleados.
En consecuencia, como lo muestran los resultados de la Tabla 5.2, la precision en la integracion
del &rea de pico es menor (error tipico de regresion mas grande) que el obtenido en la columna
polimérica. No obstante, la sensibilidad de deteccién (evaluada por la pendiente de la curva de
calibracién) es mayor bajo las condiciones empleadas con la columna Hypercarb. Esto es l6gico
ya que la absorbancia de fondo en el UV a 230 nm es menor con fases moviles H2O-AcCN que

con H2O-MeOH.

Tabla 5.2. Parametros estadisticos de la validacion del método de cuantificacion de ETU en muestras

acuosas utilizando una columna de carbon grafitizado.

Parametro Descripcion
Intervalo lineal (mg L") 0.05-10
Error tipico (Syx, mV) 103
N 12
Pendiente (m) 1557 +17
Ordenada al origen (b) -40 + 92
Factor de correlacién (R?) 0.9999
Ecuacion de regresion y =1557x - 40
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Recta de Calibracion
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Figura 5.3. Curva de calibracion para la cuantificacion de ETU en muestras acuosas utilizando la columna

de carbon grafitizado Hypercarb.

5.1.3 Determinacion de etiléntiourea en muestras organicas

Cuando se pretende determinar alguin contaminante polar en una matriz sélida, como suelos,
sedimentos o tejido bioldgico, es usual realizar la extraccidon con un disolvente organico polar
como metanol o acetonitrilo. Asimismo, en procesos de extraccion en fase sélida fuera de linea
también es comun eluir al analito adsorbido con un pequefio volumen de uno de estos
disolventes. En ambos casos, el extracto organico es posteriormente analizado por un método
cromatografico para cuantificar al compuesto de interés. Por esta razén se decidid poner a punto

métodos de determinacion de ETU en muestras de acetonitrilo o metanol por cromatografia de
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liquidos.

Cabe destacar que los compuestos de muy baja hidrofobicidad no pueden ser inyectados en
columnas de fase reversa cuando se encuentran disueltos en un disolvente orgénico porque,
debido a su débil retencion, el disolvente de muestra provoca que sean dispersados a lo largo del
lecho estacionario durante la inyeccion, en vez de ser depositados como una banda fina. En
estos casos se debe realizar una cromatografia de adsorcién o una cromatografia en fase
normal. En el presente trabajo se optd por la segunda, utilizando una columna amino (250 x 4.6

mm d.i.) APS-2 Hypersil de 5 ym.

Después de ensayar varias mezclas y proporciones de disolventes, se obtuvieron resultados
satisfactorios con una fase moévil hexano-EtOH 70:30 (v/v) a un flujo de 1 mL min. Las
disoluciones de ETU evaluadas en el proceso de validacion fueron preparadas en acetonitrilo o

metanol como disolvente.

Todas las curvas de calibracion presentadas en las siguientes secciones, se trazaron por
triplicado en diferentes dias a partir de muestras independientes (disoluciones de ETU

preparadas cada dia a los diferentes niveles de concentracion ensayados).

a) Acetonitrilo

En la Tabla 5.3 se presentan los resultados obtenidos en el proceso de validacién cuando se

utilizo acetonitrilo como matriz de la muestra.
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Tabla 5.3. Parametros estadisticos de la validacion del método de cuantificacion de ETU en muestras de

acetonitrilo utilizando la columna amino.

Parametro Valor

Intervalo lineal (mg L) 0.05-5
Error tipico (Syx, mV) 22

N 12
Pendiente (m) 5177
Ordenada al origen (b) 5+£17
Factor de correlacién (R?) 0.9998
Ecuacion de regresion y=517x-5

Los resultados indican que el método para la cuantificacion de etiléntiourea en muestras de
acetonitrilo presenta una respuesta lineal en el intervalo de concentraciones de 0.05 a 5 mg L.

La representacion grafica de la curva de calibracién se muestra en la Figura 5.4.
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Figura 5.4. Curva de calibracion para la cuantificacion de ETU en muestras de acetonitrilo utilizando como

fase estacionaria la columna amino.

b) Metanol

En la Tabla 5.4 se presentan los resultados obtenidos en el proceso de validacion cuando se
utilizé metanol como matriz de la muestra. El grafico correspondiente a la curva de calibracion se

muestra en la Figura 5.5.
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Tabla 5.4. Parametros estadisticos de la validacion del método de cuantificacion de ETU en muestras de

metanol utilizando la columna amino.

Parametro Valor

Intervalo lineal (mg L) 0.05-5
Error tipico (Syx, mV) 17

N 15
Pendiente (m) 396 £5
Ordenada al origen (b) 5+12
Factor de correlacién (R?) 0.9997
Ecuacion de regresion y =396x - 5

En este caso, el método present6 una respuesta lineal en el intervalo de concentraciones de
ETU de 0.05 a 5 mg L-'. Comparando las Tablas 5.3 y 5.4 se constata que la matriz de la muestra
afecta la respuesta del analito, obteniéndose mayor sensibilidad (mayor pendiente de la recta de
calibracién) cuando la ETU esta disuelta en AcCN que cuando esta disuelta en MeOH. Es de
notar que el efecto de matriz sdlo se presentd al nivel de la deteccion ya que la retencion no fue
afectada por este factor. Es posible que la etiléntiourea mantenga moléculas del disolvente inicial
(MeOH o AcCN) en su esfera de solvatacion durante su migracién por la columna, y que sean
éstas las que influyen en la mayor o0 menor absorbancia del soluto cuando éste se encuentra en
la celda del detector. Sin embargo, se requiere un estudio mas profundo de estos fenomenos
para poder avalar la hipétesis planteada. En todo caso, los resultados obtenidos confirman la
importancia de preparar los estandares de calibracion en el mismo disolvente que la muestra

problema para poder tener una cuantificacion confiable.
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Figura 5.5. Curva de calibracion para la cuantificacion de ETU en muestras de metanol utilizando como

fase estacionaria la columna amino.

Para las tres metodologias desarrolladas, tanto en muestras acuosas como organicas, el
limite de deteccidn experimental se determiné con la relacién sefal/ruido= 3, resultando en todos

los casos del orden de 0.01 pyg mL-".
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5.1.4 Parametros estadisticos de los métodos desarrollados

a) Analisis de la ordenada al origen (b)

De acuerdo con el Anexo 1 se plantearon las pruebas de hipdtesis necesarias para el analisis
de la ordenada al origen de las curvas de calibracion de los métodos desarrollados. Con los datos
experimentales se calculo el valor del estadistico ty se comparo6 con el respectivo valor de tablas

(teritica). LOS resultados de esta prueba se resumen en la Tabla 5.5.

Tabla 5.5. Parametros de la prueba de hipotesis sobre el valor de la ordenada. Nivel de confianza o= 0.05.

Muestra Método Columna t calculada t critica Decision
ETUenagua | Fase reversa Polimérica 0.53 2.23 Aceptar Ho
ETUenagua | Fasereversa | Carbon grafitizado -0.97 2.23 Aceptar Ho
ETU en AcCN | Fase normal Amino -0.67 2.23 Aceptar Ho
ETU en MeOH | Fase normal Amino -0.83 2.16 Aceptar Ho

Como en todos los casos el valor de teaicuiada fue menor que el de teritica, 1a hipotesis nula se
acepta, es decir, el valor de la ordenada al origen de las cuatro curvas de calibracion es igual a
cero, por lo que no existen errores de tipo sistematico en los métodos de cuantificacion

propuestos.
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b) Analisis de la pendiente (m)

Para corroborar la existencia de una dependencia entre el parametro de medicion (area de
pico) y la concentracion de etiléntiourea, se realizaron las correspondientes pruebas de hipotesis

sobre la pendiente de acuerdo con lo descrito en el anexo 1.

Los resultados de esta prueba se presentan en la Tabla 5.6. Para las cuatro condiciones de
andlisis examinadas el valor de fcaiculada fue mayor que el de teriica por lo que se rechaza la
hipétesis nula, es decir, en todos los casos el valor de la pendiente es mayor que cero, lo que
indica que existe una dependencia entre el area de pico y la concentracion de las disoluciones de

etiléntiourea.

Tabla 5.6. Pardmetros de la prueba de hipotesis sobre el valor de la pendiente. Nivel de confianza o= 0.05.

Muestra Método Columna tealculada teritica Decision
ETU en agua Fase reversa Polimérica 313.8 1.81 Rechazar Ho
ETU en agua Fase reversa | Carbon grafitizado 2101 1.81 Rechazar H,
ETU en AcCN Fase normal Amino 169.9 1.81 Rechazar H,
ETU enMeOH | Fase normal Amino 166.2 1.77 Rechazar Ho

c¢) Precision

Con la finalidad de evaluar el grado de dispersion de los resultados obtenidos en analisis

repetidos de una muestra, se prepararon disoluciones de ETU a concentracion de 0.05 mg L' en
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agua, acetonitrilo y metanol, y cada una se inyecto por triplicado en la columna apropiada, bajo
las condiciones establecidas en cada método. El coeficiente de variabilidad (%CV) de la
respuesta para cada muestra se reporta en la Tabla 5.7. En todos los casos se obtuvo un CV<
5%, lo cual indica que los 3 métodos cromatograficos desarrollados para la determinacion de

etiléntiourea en diferentes matrices de muestra son precisos a este nivel.

Tabla 5.7. Coeficiente de variabilidad del area de pico para una concentracion de 0.05 mg L' de

etiléentiourea (n= 3).

Método Columna %CV

ETU en agua Polimérica 3.7
ETUenagua | Carbon grafitizado 3.2
ETU en AcCN Amino 4.3

ETU en MeOH Amino 4.8

d) Exactitud

Posteriormente se evalud la exactitud de los métodos desarrollados a partir del valor
promedio de la sefial obtenida (area de pico, n= 3) en el analisis de disoluciones de etiléntiourea
a concentracion de 5 mg L' (muestras independientes de las utilizadas para el trazo de las
curvas de calibracion). Mediante la ecuacion de la curva de calibracion y sus estadisticos, se
calculd la concentracién del analito en las muestras con su intervalo de confianza y se comparé
con el valor real. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 5.8. Como puede

observarse, la concentracion real y la concentracion calculada son estadisticamente iguales ya
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que la primera estd comprendida dentro del intervalo de confianza de la segunda. La diferencia
méxima entre ambos valores fue de 1.6% y se presentd en el caso del andlisis de disoluciones de

ETU en agua por cromatografia en fase reversa con la columna de carbén grafitizado.

Tabla 5.8. Valores de exactitud para una concentracion de 5 mg L" de etiléntiourea (n=3).

Muestra Columna Crea (Mg L") | Ccaiculada (Mg L") | Error relativo
ETU en agua Polimérica 5 5.06£0.10 1.2
ETUenagua | Carbon grafitizado 5 492+0.15 1.6
ETU en AcCN Amino 5 5.00 £ 0.11 0
ETU en MeOH Amino 5 5.00 £ 0.11 0
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5.2 Polimeros impresos para etiléntiourea

)

Para evitar ambigiiedades, en la presente seccion se denominara como “polimeros dopados’
(PD) a los materiales poliméricos sintetizados en presencia de molécula plantilla
(independientemente de que se haya o no logrado la impresion molecular de ésta), mientras que los

materiales preparados en ausencia de plantilla seran llamados “polimeros blanco” (PB).

Todos los materiales obtenidos fueron tratados con una disolucion de HCIO4 0.1 M en metanol
justo después del proceso de sintesis. Ensayos previos habian demostrado que la etiléntiourea
(ETU) disuelta en medio muy acido se degrada rapida y totalmente. Por lo tanto, la finalidad del
tratamiento fue remover de la matriz polimérica las moléculas de la plantilla que fue utilizada para
generar los sitios de impresion. En el caso de los polimeros blanco el tratamiento tuvo por objeto el
que estos materiales de comparacion estuvieran sometidos a condiciones idénticas a las de los

polimeros dopados de interés.

5.2.1 Ensayos preliminares. Uso de AMA como monémero funcional, evaluacién del

disolvente porégeno

Como se indicd en la seccion experimental (seccion 4.3.1.1, Tabla 4.4), se prepararon cuatro
materiales poliméricos con acido metacrilico como mondmero funcional, en los cuales sélo se vario

el disolvente porégeno (MeOH, AcCN, IsoOH y MeOH-H20 4:1, v/v),
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Diversos trabajos han sefialado que las condiciones de carga, lavado y elucién son criticas para
poner en evidencia la existencia de cavidades molecularmente impresas en los polimeros en
evaluacion. Por ello, con cada uno de los materiales preparados se probaron numerosas

combinaciones de los disolventes 0 mezclas enlistados en la Tabla 5.9.

Tabla 5.9. Disoluciones y disolventes ensayados en los experimentos de EFS para la evaluacion de los

polimeros sintetizados.

Acondicionamiento Carga Lavado Elucién

MeOH MeOH MeOH NaOH 0.01 M en H20 -MeOH 1:1 v/v
AcCN AcCN AcCN NaOH 0.01 M en Hz0-IsoOH 1:1 viv
IsoOH IsoOH IsoOH CH;COOH 0.1 M en MeOH
EtOH EtOH H.0 HCOOH 0.1 M en MeOH

H.0 H.0 EtOH CH;COOH 0.1 M + Cu? 0.1 M en MeOH

IsoOH-acetona 3:1 MeOH-H0 1:1 MeOH-AcCN | CH;COOH 0.1 M + Cu?* 0.1 M en MeOH-
viv viv 11 viv AcCN 1:1 viv
AcCN-H.0 1:1
viv

Sin embargo, los resultados obtenidos en la caracterizacion de los cuatro materiales y sus

respectivos blancos de polimerizacion mediante experimentos de EFS no fueron satisfactorios.

En el caso de los polimeros blanco, aunque se realizaron numerosos ensayos de extraccion en
fase sélida, no fue posible encontrar condiciones en las cuales se pudiera recuperar, en los efluentes

de carga y lavado, la cantidad total de ETU cargada. En el mejor de los casos, en el polimero
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sintetizado con acetonitrilo, el porcentaje de ETU determinado en los efluentes de carga y lavado
solo fue del 75% con respecto a la cantidad total percolada. Por otra parte, no se detect6 presencia
de ETU en el efluente de elucién, lo que indica que una fraccién del analito quedd fuertemente
retenida en el cartucho. Para evitar la contaminacion cruzada de un ensayo a otro, y sabiendo que la
etiléntiourea es inestable es medios muy acidos, en el protocolo de EFS se incluyé una etapa final
de regeneracién del adsorbente mediante un abundante lavado con HCIO4 0.1 M en MeOH, seguido

de un lavado con MeOH puro para desalojar al acido.

Los polimeros preparados en presencia de plantilla utilizando como porégeno al isopropanol o a
la mezcla MeOH-agua 4:1 (v/v), tuvieron un comportamiento similar al de los polimeros blanco en los
experimentos de EFS. Es decir, una parte de la ETU se fug6 del cartucho durante las etapas de
carga y lavado, y otra fraccion quedd retenida tan fuertemente que no logré recuperarse con ninguno
de los disolventes de elucion ensayados. En el caso de los polimeros obtenidos utilizando metanol o
acetonitrilo como disolvente porégeno, la retencién de la ETU fue practicamente nula ya que casi

todo el analito fue recuperado en los efluentes de la carga y el lavado.

Los resultados anteriores llevaron a la conclusion de que no era posible lograr la impresién
molecular de la etiléntiourea en un polimero a base de acido metacrilico. La baja basicidad de la
ETU (pKa estimado 2.09) probablemente no favorece la interaccién de sus grupos amino con el
grupo acido carboxilico del mondémero funcional; por ello, se piensa que el complejo ETU-mon6mero
no se formo en la mezcla de reaccion previo a la polimerizacién. Por otra parte, la fuerte retencion
no-especifica de una fraccion de la ETU en todos los cartuchos de polimero blanco y en los de
polimero dopado preparado con IsoOH o MeOH-agua como pordgeno, pudo ser debida a una de las

alternativas siguientes (0 a ambas):
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1) Presencia aleatoria de sitios activos (de adsorcion) muy fuertes en la superficie del sdlido.
Estos sitios pudieron ser debidos a alguna sustancia presente en la mezcla de
prepolimerizacién (e.g. inhibidor, iniciador o impureza), la cual quedé fijada en regiones

expuestas de la superficie cuando el polimero solidifico.

2) Formacion de una estructura polimérica altamente microporosa (Fig. 3.5 pag. 34), en la cual
los solutos (aun tan pequefios como la ETU) difunden muy lentamente y pueden quedar
fisicamente atrapados. Durante la etapa de carga del cartucho, la concentracion del soluto
en la disolucién percolada es relativamente importante por lo que hay una alta probabilidad
de que algunas moléculas penetren y se difundan en los canales microporosos. Estas
moléculas, seran dificilmente desalojadas durante las etapas de lavado o elucion, aunque no

estén interaccionando con el polimero.

Es sabido que la estructura de algunos materiales poliméricos preparados en presencia y en
ausencia de moléculas dopantes es significativamente diferente. Por ejemplo, se ha reportado que el
volumen poroso y el tamafio de poro de los polimeros sol-gel dopados son considerablemente
mayores que los de sus respectivos geles blanco(1%%-160), Esto podria explicar el hecho de que en el
presente trabajo los polimeros blanco retuvieran sistematicamente una fraccion de la ETU, la cual no
pudo ser posteriormente eluida (porque no estaba retenida por interaccion con el polimero sino
atrapada en microporos). Dos de los polimeros dopados se comportaron de la misma manera que
los blancos, tal vez porque el porogeno empleado (IsoOH y MeOH-H.O) no era adecuado para
generar poros mas grandes. En los otros dos polimeros, la retencion de la ETU fue practicamente
nula (porque no estaban impresos), pero esto también significa que el MeOH y el AcCN puros,

usados como pordgenos, fueron capaces de crear una estructura con poros de mayor tamaiio.
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Con base en las consideraciones anteriores, se decidié intentar la impresion molecular de la
ETU con otros mondémeros funcionales, manteniendo como disolvente porégeno al metanol o al

acetonitrilo.

5.2.2 Evaluacién de mezclas de monémeros funcionales

Algunos trabajos reportados en la literatura sugieren el uso de mezclas de monomeros
funcionales, en vez de uno sélo, para imprimir moléculas de tipo polar(161-162), Por ello, se ensayaron
las mezclas de mondmeros descritas en la parte experimental (seccion 4.3.1.2, Tabla 4.5). Las
condiciones de sintesis inicialmente probadas fueron las que dieron resultados mas satisfactorios

para otras moléculas plantilla polares en los trabajos mencionados.

En las siguientes subsecciones se presentan los resultados obtenidos con los polimeros
numerados 5, 6 y 7, que fueron preparados bajo las condiciones especificadas en la Tabla 4.5.
Como referencia también se describen brevemente en cada caso las condiciones de sintesis mas

relevantes, es decir aquellas que se variaron entre los diferentes materiales.

a) Polimero 5

Este polimero fue preparado con una mezcla de acido metacrilico (monémero 1) y acrilamida
(monodmero 2), usando como porogeno al MeOH. La relacién plantilla — mondmero 1 — mondmero 2
— entrecruzador fue 1:4:4:40 en mol y la relacion unidades polimerizantes — disolvente porégeno fue

3:8 en volumen. Con respecto a los polimeros de acido metacrilico solo, discutidos en la seccion
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anterior, en el caso presente se incrementd la proporcion de disolvente pordgeno en la mezcla de

reaccion.

La caracterizacion del comportamiento del polimero y su respectivo blanco por EFS se realizd
ensayando practicamente todas las disoluciones y disolventes presentados en la Tabla 5.9, a
excepcion de las disoluciones que contienen cobre. Cabe mencionar que las disoluciones de elucién
que contienen cobre, descritas en esta tabla, fueron propuestas con la finalidad de que la interaccion
natural que se sabe puede existir entre moléculas que contienen azufre en su estructura, como lo es
el caso de la ETU, y especies de cobre, favorecieran la elucién de la etiléntiourea que habia
quedado retenida en el polimero, ya que al interaccionar el cobre con el azufre de la ETU, se puede
ver disminuida la interaccidn de esta molécula con la matriz del polimero. Debido a que no se
observd algin efecto en la elucién de la etiléntiourea al utilizar cobre, pero si un cambio de
coloracién del cartucho de EFS de blanco a ligeramente azul, producido por la retencién de cobre, se

decidié evitar su posterior uso.

Desafortunadamente, en ninguna de las pruebas realizadas con el cartucho del polimero blanco
se logré recuperar la cantidad total de ETU percolada en los efluentes de la carga y el lavado. Por
otra parte, aunque en esta ocasion si se observo retencion de una fraccidn del analito en el polimero

dopado, sélo una pequefia parte de éste pudo ser recuperado durante la etapa de elucion (10%).

Puesto que el comportamiento del polimero dopado fue muy similar al de su blanco, se concluye
que en este caso tampoco se logro realizar la impresion de la molécula plantilla. Es evidente que la
retencion de una fraccion de la ETU en los dos materiales fue debida al mismo fenémeno, aunque

no se puede decir con certeza si se tratd de un atrapamiento fisico o una fuerte interaccion quimica.
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Cabe destacar que el polimero 5 y su blanco fueron sintetizados usando una mayor proporcion de
disolvente pordgeno, con lo cual se esperaba disminuir la microporosidad en el sélido resultante. No
obstante, so6lo una parte marginal de la ETU retenida pudo ser eluida, por lo que no se descarta la

persistencia de una red de canales sumamente estrechos en la estructura de la matriz polimérica.

b) Material 6

Este polimero fue preparado con una mezcla de acido metacrilico (monémero 1) y 4-vinilpiridina
(monémero 2), usando como pordgeno al AcCN. La relacion plantilla — monémero 1 — monémero 2 —
entrecruzador fue 1:2:2:20 en mol y la relacion unidades polimerizantes — disolvente pordgeno fue
3:8 en volumen. Con respecto al material anterior (polimero 5), en el caso presente se increment la
proporcion de plantilla con la finalidad de favorecer la formacion del complejo de prepolimerizacion y

por tanto la creacion de cavidades impresas.

Para los experimentos de EFS con este material también se ensayaron una gran variedad de
disolventes y mezclas en las diferentes etapas del proceso Las condiciones que condujeron a los

mejores resultados, particularmente con el polimero blanco, se muestran en la Tabla 5.10.

Tabla 5.10. Condiciones de EFS utilizadas en la evaluacion del polimero 6 y su blanco.

Paso Condicion
Acondicionamiento 10 mL de AcCN
Carga 2 mL de disolucién de ETU (0.67 mg L) en AcCN
Lavado 5 mL de MeOH
Elucion 5 mL de CH3COOH 0.1 M en MeOH
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Con este protocolo fue posible eliminar casi por completo la retenciéon no especifica de ETU en
el cartucho de polimero blanco, ya que practicamente toda la cantidad cargada fue recuperada en
los efluentes de la carga y el lavado. Desafortunadamente, el recobro de la ETU en el eluyente del
cartucho empacado con el polimero dopado fue de sblo el 14%, debido a que no todo el analito
cargado fue retenido y de lo que se retuvo solo una fraccion fue eluida. Ademas el porcentaje de

recobro no fue repetible al realizar réplicas del mismo experimento.

Los resultados alentadores obtenidos con el polimero blanco podrian indicar que la 4-vinilpiridina
incorporada en la matriz polimérica mejora sus propiedades estructurales, haciendo posible la
recuperacion del soluto en los experimentos de EFS cuando se utilizan los disolventes adecuados en
las etapas de carga y lavado. Aunque en este caso se utilizd como porégeno el AcCN (en vez del
MeOH) y se incrementé la cantidad de plantilla, no se considera que estos parametros hayan tenido
una influencia definitiva en el aspecto estructural mencionado. Cabe recordar que el AcCN habia ya
sido utilizado como pordgeno en los materiales fabricados con acido metacrilico solo, sin que se

obtuvieran resultados satisfactorios con el correspondiente polimero blanco.

En lo que se refiere al polimero dopado, la conjuncién de grupos funcionales &cidos (del acido
metacrilico) y basicos (de la 4-vinilpiridina) no dio resultados satisfactorios en cuanto a la impresion
de la plantilla. Por tal motivo, se decidié descartar definitivamente al acido metacrilico como

monomero funcional.
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c) Material 7

El material 7 fue preparado con una mezcla de acrilamida (monémero 1) y 4-vinilpiridina
(mondmero 2), usando como pordégeno al AcCN. La relacion plantilla — monémero 1 — mondémero 2 —
entrecruzador fue 1:2:2:20 en mol y la relacion unidades polimerizantes — disolvente pordgeno fue
3:8 en volumen. Excepto por la naturaleza de uno de los mondmeros, las condiciones de sintesis

fueron idénticas a las del material inmediato anterior (polimero 6).

Bajo las condiciones de acondicionamiento, carga y lavado descritas en la tabla 5.11, fue posible

eliminar la retencion no especifica de la ETU en el cartucho de polimero blanco.

Tabla 5.11. Condiciones para eliminar la retencion no especifica de ETU en el polimero 7 y su blanco.

Paso Condicion
Acondicionamiento 10 mL de AcCN
Carga 2 mL de disolucién de ETU (0.67 mg L) en AcCN
Lavado 5 mL de AcCN

En la Tabla 5.12 se reportan las cantidades de ETU que fueron determinadas en los efluentes de
carga y lavado de los cartuchos, tanto de polimero dopado como de su respectivo blanco, en una

serie de repeticiones del mismo ensayo.
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Tabla 5.12. Cantidad total y porcentaje de ETU recuperada en los efluentes de carga y lavado del polimero 7 y

su blanco”.
Réplica PD® (ug) PB® (ug)
1 0.37 (28%) 144 (110%)
2 0.29 (22%) 1.32 (101%)
3 0.35 (27%) 1.38 (106%)
Media 0.34 (25%) 1.38 (106%)

°La cantidad total cargada fue 1.3 ug.

°PD = polimero dopado, PB = polimero blanco.

En todas las réplicas del ensayo se observd que las interacciones no especificas en el blanco
fueron eliminadas, mientras que en el polimero dopado quedé retenida alrededor del 75% de la
cantidad cargada de ETU. Los valores obtenidos indican una buena repetibilidad del sistema. Cabe
sefialar que la variabilidad observada, asi como los resultados ligeramente superiores al 100%, se
atribuyen a que la cantidad de ETU en las fracciones colectadas, particularmente durante la etapa de
lavado, era muy pequefia por lo que la concentracién de este soluto se acercaba a los limites de

deteccidn experimentales del método analitico.

Para eluir la ETU que quedaba retenida en el cartucho de polimero dopado se ensayaron una
amplia variedad de disoluciones. En la Tabla 5.13 se reporta el recobro del analito alcanzado con
cada una. El porcentaje de recobro fue calculado con respecto a la cantidad de ETU que se sabe
quedo retenida en el polimero después de haberse llevado a cabo los pasos de carga y lavado.
Dado que cada ensayo se realizd simultdneamente con los dos polimeros (blanco y dopado),

también se reporta la cantidad de ETU detectada en el eluyente del cartucho blanco.
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Tabla 5.13. Valores de recobro de ETU para diferentes disoluciones utilizadas en la etapa de elucion de los

cartuchos empacados con el polimero 7 y su blanco.

Recobro® b
Disolucién de Elucién
PD (ng) PB (ug)
CHsCOOH 0.1 M en MeOH 0.19 (20%) nd
CH3COOH 0.1 M + Cu 2 102 M en MeOH 0.07 (7%) nd
CH3COOH 0.1 M en EtOH 0.07 (7%) nd
CH3COOH 0.1 M en MeOH-H,0 1:1 viv 0.02 (2%) nd
CH3COOH 0.1 M en MeOH-AcCN 1:1 viv 0.05 (5%) 0.01
CHsCOOH 0.1 M + CIOs 0.1 M en MeOH 0.01 (1%) nd
CHyCOOH 5 x 10 M en MeOH 0.05 (5%) 0.01
CH3COOH 0.5 M en MeOH 0.12 (12%) nd
HCOOH 0.1 M en MeOH 0.14 (15%) 0.02
HsPO4 0.1 M en MeOH 0.06 (6%) 0.01
Acido octansulfonico 10> M en MeOH 0 nd
NaOH 0.1 M en MeOH 0.12 (12%) nd
NaOH 0.1 M en MeOH-H20 1:1 viv 0.06 (6%) nd
CH3COONH,4 0.1 M en MeOH 0.24 (25%) nd
CH3COONH; 0.1 M en MeOH-THF 1:1 viv 0.99 (100%) 0.05

°Cantidad total cargada 1.3 19, volumen de elucion 5 mL,

®, de recobro con respecto a la ETU retenida.
nd= no detectable
Flujo=1mL min’

De acuerdo con los recobros determinados, la mejor disolucion de elucion fue el CH;COONH4

0.1 M en MeOH-THF 1:1 (v/v), con un valor de practicamente el 100%. Sin embargo, cuando se

-126 -



V. RESULTADOS Y DISCUSION

realizaron posteriores ensayos de EFS con el mismo cartucho, se observé que el analito ya no era
retenido por el polimero. Esto indica que, aunque el THF logra romper las interacciones
responsables de la retencion de la etiléntiourea, modifica la estructura de la matriz polimérica de

manera irreversible haciéndola definitivamente inutilizable para el reenlazamiento del analito.

Considerando las demas disoluciones de elucion, se observa que los recobros mas altos se
tuvieron con el acido acético y el acetato de amonio 0.1 M en metanol, por lo que ambos fueron
seleccionados para verificar la repetibilidad de los resultados en ensayos replicados de EFS. Los
recobros determinados para cada ensayo se reportan en la Tabla 5.14. De acuerdo con éstos, los
dos eluyentes probados dan resultados repetibles aunque sdlo logran eluir una fraccién
relativamente baja de la ETU retenida en el cartucho de polimero dopado. En todos los casos, la
ETU eluida se recuperd en los primeros dos o maximo tres mililitros de disolvente de elucion (de un
total de 5 mL), lo que indica que un aumento en el volumen de elucién no mejoraria el recobro,
ademas de no tener sentido practico en un proceso de EFS. El acetato de amonio 0.1 M en metanol
proporciond recobros ligeramente mas altos, por lo que se establecio este eluyente como parte del

protocolo de EFS para el trabajo posterior. Dicho protocolo se resume en la Tabla 5.15.
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Tabla 5.14. Repetibilidad del recobro de ETU en la etapa de elucion utilizando dos disoluciones de diferente

composicion (polimero 7 y su blanco).

Recobro® b
Disolucion de Elucién
PD (ng) PB (ug)
0.19 (20%) nd
CH3;COOH 0.1 M en MeOH 0.16 (17%) 0.02
0.19 (20%) nd
Media 0.18 (19%) nd
0.24 (25%) nd
CH3COONH,4 0.1 M en MeOH 0.22 (23%) nd
0.26 (27%) nd
Media 0.24 (25%) nd

°Cantidad total cargada 1.3 9. volumen de elucion 5 mL.

®, de recobro con respecto a la ETU retenida.

nd= no detectable.

Tabla 5.15. Protocolo de EFS establecido para la evaluacion de los polimeros sintetizados a partir de acrilamida

Yy 4-vinilpiridina.
Paso Condicion
Acondicionamiento 10 mL de AcCN
Carga 2 mL de disolucién de ETU (0.67 mg L) en AcCN
Lavado 5 mL de AcCN
Elucion 5 mL de CH3COONH, 0.1 M en MeOH
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Los estudios realizados con el material 7 muestran que bajo las mismas condiciones de trabajo,
una cantidad de ETU cercana a los 950 ng es retenida sistematicamente en el polimero dopado y
practicamente nada se retiene en el polimero blanco. Esto puede considerarse como una evidencia
de la existencia de sitios de interaccion especifica en el primero. Aparentemente dichos sitios no son
homogéneos y algunos de ellos presentan una energia de interaccién muy alta ya que sélo se logré
eluir una fraccion limitada del soluto retenido (~240 ng), a pesar de que se ensayé una amplia gama
de disolventes polares modificados con acidos, sales o base fuerte a diferentes concentraciones. La
unica excepcidn fue el eluyente que contenia tetrahidrofurano, el cual eluyé cuantitativamente a la

ETU pero afectd de manera total e irreversible la capacidad de retencién del polimero.

5.2.3 Efecto de la proporcion Acrilamida:4-Vinilpiridina sobre las propiedades del material

adsorbente

Considerando que la mezcla de monémeros mas prometedora para la impresion molecular de
ETU fue la de acrilamida y 4-vinilpiridina (material 7), se optd por variar la proporcién de estos
reactivos con el fin de conocer mas a fondo el efecto de cada monémero y mejorar en lo posible las
caracteristicas de adsorcion-desorcion del material. En la Tabla 5.16 se presentan las relaciones
estequiométricas plantilla-mondémeros funcionales-entrecruzador ensayadas para los polimeros a
base de acrilamida y 4-vinilpiridina. EI desempefio de los nuevos materiales fue evaluado con el
protocolo de EFS descrito en la Tabla 5.15. En la Tabla 5.17 se reportan las cantidades de ETU que
fueron determinadas en los efluentes de carga y lavado de cada uno de estos sistemas, incluyendo

los resultados anteriormente obtenidos con el polimero 7 para facilitar la comparacion.
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Tabla 5.16. Relaciones estequiométricas ETU-ACA-4VP-EGDMA utilizadas en la sintesis de los polimeros 710",

PD7 PB7 PDs PBs PDo PB9 PD1o PB1o

1:2:2:20 | 0:2:2:20 | 1:0:4:20 | 0:0:4:20 | 1:4:0:20 | 0:4:0:20 | 1:1:3:20 | 0:1:3:20

"PD = polimero dopado; PB = polimero blanco

Tabla 5.17. Cantidad total (LUg) y porcentaje de ETU recuperada en los efluentes de carga y lavado de los

cartuchos empacados con los polimeros 7-10.°

Ensayo PD; PB; PDg PB; PD PBq PD1o PB1o

0.37 1.44 0.22 0.48 0.84 0.21 0.11 0.83

1
(28%) | (110%) | (17%) | (37%) | (65%) | (16%) | (8%) | (65%)
) 029 | 132 | 028 | 063 | 079 | 037 | 014 | 090
(22%) | (101%) | (22%) | (48%) | (61%) | (28%) | (11%) | (69%)
. 035 | 138 | 012 | 046 | 059 | 028 | 012 | 095

(27%) | (106%) | (9%) (35%) | (45%) | (22%) (9%) (73%)

Media 034 | 138 | 021 | 052 | 074 | 020 | 012 | 0.89
(26%) | (106%) | (16%) | (40%) | (57%) | (22%) | (11%) | (68%)

%Retenido | 74% -6% 84% 60% 43% 78% 89% 32%

%C.V. 12.2 4.3 39.1 17.8 17.8 28.0 12.7 12.5

®La cantidad total cargada fue 1.3 Ha.

Los resultados mostraron que los blancos de polimerizacion de los sistemas 8 y 9 presentaban
en gran medida interacciones no especificas hacia la etiléntiourea, ya que la cantidad recuperada de
esta molécula en los respectivos efluentes de carga y lavado fue <50%. Aparentemente, la presencia
de un solo mondémero funcional durante la sintesis de los polimeros incrementa notablemente la

retencion no especifica, siendo mas dramatico el efecto cuando solo se utiliza acrilamida. En el caso
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del blanco 10, si bien la cantidad promedio de ETU recuperada en la carga y el lavado no llegé al
70%, en los ensayos individuales se observo cierta tendencia a disminuir la retencion no especifica

con el uso del cartucho.

Por otro lado, la comparacién de los nuevos polimeros dopados con el polimero inicial (PD7)

condujo a las siguientes conclusiones. La presencia de sélo acrilamida como monémero funcional en

el material 9 definitivamente no funciond para los fines deseados; como puede observarse en la

Tabla 5.17, el blanco de polimerizacion (PBg) retuvo méas ETU que el polimero dopado (PDs). El
empleo de 4-vinilpiridina como Unico monémero funcional (PDg), mejord la capacidad de retencién
del adsorbente, sin embargo lo observado con su blanco (PBs) muestra que una buena parte de la
retencion fue debida a interacciones de tipo no especifico. Finalmente, cuando en el polimero mixto
se incremento la proporcion de 4-vinilpiridina con respecto a la de acrilamida (PD1o), la retencion del

analito se vio notablemente favorecida, aunque no se descarta que parte del efecto positivo sea

debida a interacciones no especificas.

En la Tabla 5.18 se presentan los valores de recobro de ETU en la etapa de elucion para los
cuatro materiales. Los porcentajes de recobro fueron determinados con respecto a la cantidad de

ETU que se sabe quedd retenida después del paso de lavado.
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Tabla 5.18. Valores de recobro de ETU en la etapa de elucion de los cartuchos empacados con los polimeros 7-

10

Recobros (pg)°

Ensayo PD; PB; PDg PBsg PDq PB, PD1o PB1o

1 0.24 nd 004 | 001 0.17 nd 039 | 002
(25%) @%) | (1%) | (37%) (33%) | (4%)

2 0.22 nd 026 | 001 0.19 nd 0.32 nd
(22%) 25%) | (%) | (37%) (28%)

3 0.26 nd 0.25 nd 0.26 nd 0.31 nd
(27%) (21%) (37%) (26%)

Media 0.24 nd 0.18 0.01 0.21 nd 0.36 0.01
(25%) (17%) (1%) (37%) (29%) (1%)

’La cantidad total cargada fue 1.3 ug.

®%, de recobro con respecto a la ETU retenida.
nd= no detectable.

Los valores de recobro obtenidos para los blancos de polimerizacion de los tres nuevos
materiales (8-10) fueron practicamente nulos. Cabe subrayar que el blanco del polimero de
referencia (PB7) no retuvo ETU, ya que la cantidad total cargada en el ensayo de EFS fue
recuperada en los efluentes de carga y lavado, por lo que es légico que este compuesto no esté
presente en el eluyente. En cambio en los blancos de los nuevos materiales, que si retuvieron cierta
cantidad de ETU, ya que no toda la ETU cargada fue recuperada en los efluentes correspondientes

a los pasos de carga y lavado, no se logré eluir la cantidad remante del analito.

En cuanto a los polimeros dopados, el mayor porcentaje de recobro de la ETU retenida

correspondié al material 9, lo que es congruente con el hecho de que este polimero, a base de
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acrilamida sola, presentd también la menor retenciéon del analito. En el polimero a base de 4-
vinilpiridina sola (material 8), el % de recobro fue el mas bajo y variable, indicando la posible
existencia de interacciones muy fuertes pero no forzosamente de tipo especifico, ademas de una
cinética de desorcion lenta. Como se menciond anteriormente, el blanco de este material retuvo una
importante fraccién de ETU y practicamente nada de ésta logré ser eluida. Al comparar los

resultados obtenidos para los polimeros dopados PD7 y PD1o, se observo que los porcentajes de

recobro en la elucion eran similares, con la ventaja para el material 10 de que la cantidad retenida de

ETU durante la carga fue mayor (~1200 ng).

Cabe mencionar que con el PD1o también se ensayaron algunas de las disoluciones de elucién

que ya habian sido probadas para el PD7, con la finalidad de mejorar los valores de recobro, sin

embargo el mejor eluyente también resultd ser el acetato de amonio 0.1 M en MeOH.

De acuerdo con estos resultados, solamente el desempefio del polimero 10 y de su respectivo
blanco fueron equiparables con los del material 7, por lo que sdlo se continué trabajando con estos

dos sistemas en los ensayos subsecuentes.

5.2.4 Efecto de la proporcion de disolvente porégeno en la mezcla de reaccion

Uno de los parametros que controlan la forma y tamafio de los poros que se generan durante el
proceso de polimerizacién, influyendo también sobre la accesibilidad del analito hacia los sitios de
impresion y su posterior desorcion cuantitativa, es la cantidad del disolvente porégeno. Por lo tanto,

con la finalidad de mejorar los valores de recobro de los materiales 7 y 10 se estudi6 el efecto del
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incremento en la proporcion de porégeno sobre el comportamiento de adsorcién-desorcion en estos

sistemas.

En la Tabla 5.19 se resumen las principales condiciones de composicién de los materiales

evaluados en esta seccion.

Tabla 5.19. Diferencias composicionales de los polimeros mixtos de acrilamida y 4-vinilpiridina comparados.

Material Polimérico 7 11 10 12
Relacion ETU-ACA-VP-

1:2:2:20 1:2:2:20 1:1:3:20 1:1:3:20
DMAEG (en mol)

Relacién Unidades
polimerizantes-Disolvente 3:8 3:12 3:8 3:12

pordgeno (en volumen)

En la Tabla 5.20 se reportan las cantidades de ETU determinadas en los efluentes provenientes
de la carga y lavado de estos cuatro materiales y de sus respectivos blancos. Todos los ensayos de

EFS se realizaron utilizando el protocolo descrito en la Tabla 5.15.

Tabla 5.20. Cantidades ([lg) y porcentajes de ETU recuperada en los efluentes de carga y lavado de los

cartuchos empacados con polimeros mixtos ACA-4VP.’

PD7 PB7 PD11 PB11 PD1o PB10 PD12 PB12
0.37 1.44 0.14 0.87 0.32 0.89 0.11 1.2
(28%) (110%) (11%) (67%) (24%) (68%) (8%) (92%)

°La cantidad total cargada fue 1.3 Ha.
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En estos experimentos se observo que el polimero dopado 10 retuvo una cantidad ligeramente
menor de analito que en los ensayos anteriores (Tabla 5.17), equiparandose al polimero 7 en cuanto
a capacidad de retencion. Por otra parte, los resultados indicaron que al incrementarse la cantidad
de porogeno se mejor6 la calidad de retencion de los polimeros dopados, ya que una cantidad
menor de ETU fue analizada en los efluentes de carga y lavado de los materiales 11 y 12 con
respecto a la determinada en los sistemas 7 y 10. Esto podria indicar que se mejord la accesibilidad
del analito hacia los sitios de enlace, o bien que un mayor nimero de moléculas de plantilla

interacciond favorablemente con los mondmeros y logré imprimirse.

Al comparar los resultados de los blancos de polimerizacion de los sistemas 7 y 11, se observo
que el incremento en la cantidad de porégeno no fue del todo benéfico en lo que se refiere a la
retencion no especifica, ya que solo el 67% de la ETU cargada fue recuperada en los efluentes de

carga y lavado del PB11 mientras que en el PB7 continud recuperandose el 100%. En los sistemas

10 y 12 por el contrario se observd que la retencion de ETU en el polimero blanco disminuyé al
utilizar mas disolvente porégeno durante la sintesis, obteniéndose un incremento de la cantidad de

ETU recuperada del 68% al 92%.

Con respecto a los valores de recobro de ETU durante la etapa de elucién, éstos se muestran en
la Tabla 5.21. Para las dos relaciones de mondémeros evaluadas (ACA-4VP 2:2 y 1:3), los resultados
indicaron que los valores de recobro mejoran al utilizar mas disolvente porégeno durante la sintesis
del material impreso. Sin embargo, a pesar de todas las modificaciones ensayadas tanto en la
sintesis de los polimeros como en el protocolo de EFS, en ningln caso fue posible recuperar la

cantidad total de etiléntiourea retenida en los cartuchos empacados con polimeros dopados.
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Tabla 5.21. Valores de recobro de ETU en la etapa de elucion de los cartuchos empacados con polimeros

mixtos ACA-4VP.’
Recobros (ug)?
PD7 PB7 PD11 PB11 PD10o PB10o PD12 PB12
0.24 nd 0.80 Nd 0.36 nd 0.53 0.03
(26%) (69%) (37%) (44%) (30%)

° La cantidad total cargada fue 1.3 Lig.

® %, de recobro con respecto a la ETU retenida.
nd= no detectable.

Como los polimeros dopados 11y 12 presentaron un mejor desempefio que los 7'y 10 en cuanto
a la retencién de la ETU y su posterior recobro en la elucién, se realizaron estudios complementarios

de su desempefio cromatografico.

5.2.5 Caracterizacion cromatografica de los materiales poliméricos

5.2.5.1 Variacion del volumen de la disolucién de carga a cantidad cargada constante

Es sabido que en los procesos de EFS, el volumen de muestra percolado a través del cartucho
es un factor que puede incidir en la cantidad de analito retenida, aunque la cantidad cargada de éste
se mantenga constante. Esto es debido a que el propio disolvente de la muestra puede actuar como
eluyente, desorbiendo en mayor o menor grado al analito previamente retenido. En general este tipo
de experimentos permite tener una idea de qué tan fuerte es la interaccién del compuesto de interés

con los sitios de adsorcion en presencia del disolvente de carga.
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Los resultados de la seccion anterior para los materiales 11 y 12 mostraron que con un volumen
de carga de 2 mL y una cantidad cargada de 1.3 ug, una pequefia fraccién de la ETU (11% y 8%,
respectivamente) se fugaba de los cartuchos de polimero dopado, mientras que en los cartuchos de
polimero blanco la mayor parte del analito (67% y 92%, respectivamente) era eluida por el AcCN
usado como disolvente de carga y lavado. En los actuales experimentos, la cantidad total de ETU
cargada fue de 1.3 ug en todos los casos, pero ésta se disolvid en volimenes crecientes de AcCN,
desde 2 hasta 200 mL. Para conocer la cantidad retenida, se analizaron los efluentes de carga y
lavado, ya que por diferencia mediante un anélisis de balance de masa entre la ETU total cargada y
la determinada en estos dos pasos del ensayo es posible determinarla. A pesar de que en los casos
especificos de los volumenes de carga de 100 y 200 mL, la concentracién de ETU es demasiado
pequefia para ser detectada y mucho menos cuantificada por el método de analisis utilizado, aun
antes de pasar por el cartucho, y por lo tanto no pudiéndose determinar en ambos experimentos la
cantidad de etiléntiourea fugada, éstos fueron realizados con la finalidad de verificar si era posible
que el polimero dopado retuviera ETU al estar en contacto con disoluciones muy diluidas de este
analito, lo cual seria posteriormente verificado al determinar la cantidad de ETU en los respectivos

efluentes de elucion. En la Tabla 5.22 se resumen los resultados obtenidos.
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Tabla 5.22. Cantidad (Ug) y porcentaje de ETU determinada en los efluentes de carga mas lavado para

diferentes volumenes de carga’.

idab e
Volumende | Ciniuente ETU no retenida ETU retenida

4
carga(mL) | (bgmLY) | pp. | pByy | PD12 | PB12 | PD11 | PBi1 | PDr2 | PBr2

0.14 0.87 0.11 1.2
2 0.65 1.16 0.43 1.19 0.1
(1M%) | (67%) | (8%) | (92%)

0.33 1.05 0.17 1.16
5 0.26 0.97 0.25 1.13 0.14
(25%) | (81%) | (13%) | (89%)

102 | 119 | 030 | 117
10 0.13 028 | o011 | 100 | 013
(78%) | (92%) | (23%) | (90%)

130 | 129 | 032 | 127
25 0.052 nd | 001 | 098 | 003
(100%) | (99%) | (25%) | (98%)

50 0.026 nr nr nd nr
100 0.013 nr nr nd nr
200 0.006 nr nr nd nr

“La cantidad cargada fue 1.3 jg.
b

Cantidad determinada en los efluentes de carga mas lavado.
“Cantidad cargada-cantidad efluente de carga mas lavado.

d
El porcentaje fue calculado con respecto a la cantidad total cargada.

nr= no realizado, nd= no detectable.

a) Material 11

Los resultados obtenidos, tanto para el polimero dopado 11 como para su blanco, mostraron una

notable disminucién en la cantidad de ETU retenida al aumentar el volumen de carga (ver Figura 5.6
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(a)). Asi, con un volumen de tan sélo 10 mL de muestra cargada, la fuga del analito en los cartuchos
de PD11y PB11 fue de 78% y 92%, respectivamente, y con 25 mL no se retuvo préacticamente nada.

Esto pareceria indicar que la interaccion de la ETU con los sitios de adsorcion en la matriz polimérica
(ya sea sitios especificos en el polimero dopado o no especificos en el polimero blanco) es bastante
débil en presencia de AcCN, pues al disminuir la concentraciéon del analito por el aumento en el

volumen de carga, la retencion decayé drasticamente.

Sin embargo, este postulado es incongruente con los resultados de secciones anteriores (5.2.3 y
5.2.4), en donde los cartuchos de diferentes polimeros mixtos dopados (incluyendo al material 11) se
cargaron con la misma cantidad de ETU disuelta en 2 mL de AcCN y luego se lavaron con 5 mL de
AcCN puro. Una pequefia fraccién de la ETU que qued6 en el cartucho durante la carga fue
desalojada durante el lavado, pero la mayor parte permanecio retenida (89% en el caso del polimero
11) y posteriormente no pudo ser eluida cuantitativamente, a pesar de que en algunos casos se
ensayo una amplia variedad de disolventes de elucion. Por lo tanto, no es posible considerar que las
interacciones entre el analito y la matriz polimérica son muy débiles en presencia de AcCN. El
fendmeno responsable de la retencion de ETU es mas complejo y sin duda involucra otros procesos

ademas de la adsorcion.

Considerando que un cambio en el volumen de carga para una cantidad constante de ETU,
significa un cambio en la concentracion, se procedié a analizar la influencia de este parametro en el
proceso de retencion. En la Figura 5.6 (b) se muestra la gréficas de “Cantidad de ETU retenida” en
funcién de la concentracion de ETU en el influente (e.d. en la muestra cargada), para el polimero 11

y su blanco. Asi mismo, se incluye una gréfica que ilustra la retencion especifica en el polimero 11,
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obtenida al restarle a la cantidad total retenida lo que se retuvo en el blanco (PD11-PB11). Es

evidente que el efecto de la concentracion no es el mismo en el polimero dopado y el blanco por lo

que el mecanismo de retencion de la ETU debe ser diferente.
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Figura 5.6. (a) Efecto del volumen de carga sobre la cantidad retenida y (b) Efecto de la concentracion de ETU
en el influente sobre la cantidad retenida. (PD) retencion total en el polimero dopado, (PD-PB) retencion

especifica en el polimero dopado, (PB) retencién en el blanco.

141 -



V. RESULTADOS Y DISCUSION

En el caso del polimero blanco la fuga de ETU para el menor volumen de carga (2 mL) fue
cercana al 70%, lo que lleva a suponer que el frente de migracién del soluto emergi6 del cartucho
muy rapidamente; por lo tanto, en este ensayo y en todos los subsecuentes debi6 alcanzarse un
estado de equilibrio entre el influente y el polimero. Esto significa que la curva del polimero blanco
en la Figura 5.6 (b) curva PB, es una imagen de la isoterma de distribucion del analito en este
material. El ligero desfasamiento de la curva con respecto al origen se debe a que los datos de la
Tabla 5.22, utilizados para el trazo de las graficas, incluyen la fraccién de ETU que fue desalojada
durante el lavado. EI comportamiento general del polimero blanco se asemeja al de un mecanismo
de reparto, particularmente en la zona de mas altas concentraciones donde la retencién tiende a
aumentar linealmente con la concentracion. Este mecanismo implica una distribucion del analito
entre el liquido interparticular que fluye a través del lecho estacionario y el liquido intraparticular
contenido en los canales porosos de la estructura polimérica. Puesto que el disolvente inter e
intraparticular es el mismo, la fuerza directora del reparto es Unicamente el gradiente de
concentracion. Si la barrera interfacial es dificil de superar (p. €j. en el caso de una superficie con
microporos de dificil acceso), se requerira de un gradiente de concentracion suficientemente elevado
para promover el reparto. Esto podria explicar la inflexion de la curva experimental (Fig. 5.6 (b) curva
PB) en la zona de bajas concentraciones. Por otra parte, es probable que la limitada fraccion de ETU
que logra transferirse al liquido intraparticular penetre profundamente en la estructura interna de la
particula, pues las pequefias moléculas del soluto pueden difundir a través de la red de canales y
poros internos aun si éstos son relativamente estrechos. Este esquema es consistente con los nulos
recobros del analito en la etapa de elucién (ver Tabla 5.21). Dado que la ETU no es retenida en el
polimero blanco por interaccion con sitios de adsorcidn, el eluyente, cualquiera que éste sea, solo
juega el papel de vehiculo. Sin embargo, el regreso del soluto hacia la corriente de flujo externa

requiere de alguna fuerza que lo impulse. Considerando que la conveccion en los canales y poros
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profundos es minima y que no se cuenta con un gradiente de concentracion, porque el soluto
retenido no queddé acumulado en un lugar sino disperso en la estructura interna de las particulas de

polimero, la elucion se convierte en un proceso poco favorecido y por lo tanto sumamente lento.

En lo que concierne al polimero dopado, es importante sefialar que la curva correspondiente a
este material en la Figura 5.6 (b) curva PD, no representa fielmente a la isoterma de distribucion del
soluto, ya que en los experimentos realizados a bajos volumenes de carga (2 y 5 mL) probablemente
no se alcanzo un estado de equilibrio entre el influente y el adsorbente. A pesar de ello, es posible
realizar un andlisis cualitativo del comportamiento de retencién del polimero dopado y deducir
algunas conclusiones interesantes. Por similitud con lo observado para el polimero blanco, es
posible que una parte de la ETU haya sido retenida por un mecanismo de reparto impulsado por el
gradiente de concentracidn. Sin embargo, otro proceso mas debid sumarse al anterior ya que el

PD11 fue capaz de retener una cantidad de ETU mucho mayor que el PB11. Suponiendo que ambos

materiales hubieran tenido una estructura porosa similar y haciendo la aproximacion de considerar
aditivos a los procesos responsables de la retencion total del soluto, se trazd la curva de la Fig. 5.6
(b) curva PD-PB, la cual refleja el segundo proceso de retencion que es exclusivo del polimero
dopado, es decir la retencién especifica. Esta curva presenta una meseta tipica de un proceso de
saturacion de sitios activos en un adsorbente. Dichos sitios s6lo pudieron ser generados por la
plantilla durante el proceso de polimerizacion, por lo que formalmente se trataria de sitios de

impresion molecular. De acuerdo con la curva, la capacidad maxima de retencién especifica en el

cartucho empacado con PD11 es de aproximadamente 0.70-0.75 ug de ETU (alrededor de 7 nmol)
por 500 mg de adsorbente. Curiosamente, el recobro de ETU en la elucién del cartucho de PD11,

cuando éste se cargd con el soluto a la maxima concentracion (1.3 ug en 2 mL), fue de 0.8 ug
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(Tabla 5.21), lo que lleva a pensar que la fraccion de ETU retenida especificamente si puede ser
eluida cuantitativamente. Cabe recordar que el recobro de ETU en la elucién del cartucho blanco,
cuando éste se carg6 en las mismas condiciones, fue nulo. Tal vez los sitios impresos donde se
retuvo la ETU se encontraban localizados en poros accesibles y cercanos a la superficie de las
particulas, lo que permitié que el solvente de elucidn desorbiera al compuesto y lo transportara hacia
la corriente de flujo. Esto no significa que no se hubieran formado sitios impresos en poros
profundos, solo que para llegar a ellos, las moléculas del soluto tendrian que difundir a través de los
canales de la estructura interna de la particula y el proceso seria similar al que tiene lugar en el
polimero blanco; una vez atrapadas en estos canales, las moléculas de ETU son irrecuperables y es

irrelevante si se adsorben o no.

Con base en la discusion anterior, se propone que la retencidn en el polimero dopado ocurre en
primera instancia por un proceso de reparto del analito entre la disolucién externa y la disolucién
contenida en los canales porosos de la matriz polimérica. Esta primera etapa requiere de un
gradiente de concentracion suficientemente elevado que impulse a las moléculas de ETU a
atravesar la barrera interfacial. Posteriormente, una parte de las moléculas que lograron penetrar
empieza a difundir y eventualmente interacciona con sitios de adsorcion (sitios impresos) poco
profundos quedando inmovilizada cerca de la superficie de la particula, otra parte continua
difundiendo y queda atrapada (adsorbida o no) en la intrincada red de canales y poros profundos de
la estructura polimérica. Es esta ultima fraccion de analito la que no puede ser recuperada durante la

etapa de elucion.

En la Tabla 5.23 se presentan los valores de recobro de ETU determinados en la etapa de

elucion de los cartuchos empacados con el polimero dopado 11 y su blanco. Los porcentajes
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reportados fueron calculados con respecto a la cantidad total que se sabe quedo retenida en cada

cartucho después de la carga y lavado.

Tabla 5.23. Valores de recobro de ETU obtenidos en la etapa de elucion. Los cartuchos del polimero 11 y su

blanco fueron cargados con 1.3 |Ug de ETU disuelta en volumenes crecientes de acetonitrilo.

Volumen disolucion Recobro de ETU®
do carga () PD11 PB11

2 0.80 (69%) 0.13

5 0.61(63%) nd

10 0.12 (43%) nd

25 nd nd

“% de recobro con respecto a la cantidad retenida.
°nr = no realizado.
nd= no detectable.

Los resultados de la Tabla 5.23 indican que el polimero dopado disminuye drasticamente la
cantidad de ETU al incrementarse el volumen de carga. Desde el punto de vista practico, aun
aceptando que se logro cierto grado de impresion molecular, el polimero 11 no presenta propiedades

adecuadas para su empleo como adsorbente selectivo en procesos de EFS.
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b) Material 12

Los resultados registrados en la Tabla 5.22 muestran que para todos los volumenes de carga
evaluados la retencion de ETU en el blanco de polimerizacion (PB12) fue insignificante. En el

polimero dopado se observa que al incrementarse el volumen de la disolucién de carga la retencion
de ETU decrece moderadamente (Figura 5.7 (a)). En efecto, la mayor fuga de analito registrada fue
del 29% para un volumen de carga de 50 mL. En los ensayos con volumenes de carga de 100 y 200
mL no fue posible cuantificar la cantidad de ETU no retenida, ya que las disoluciones utilizadas en
estos casos se encontraban muy diluidas. Sin embargo, estos experimentos fueron realizados con la
finalidad de saber si el polimero dopado era capaz de reconocer y retener a las moléculas de ETU,

aun en condiciones de dilucion.

En la Figura 5.7 (b) se muestran las graficas de “Cantidad de ETU retenida” en funcion de la
concentracion de ETU en el influente para el polimero 12 y su blanco. Como puede observarse, en
este caso (a diferencia del material 11) el efecto de la concentracién no es tan significativo. La
disminucion de efectos cinéticos en el proceso de retencion de la ETU en el material 12 esta
probablemente relacionada con su estructura superficial. Si la superficie presenta grandes poros
facilmente accesibles, las moléculas de ETU pueden atravesar la interfase que separa el medio
externo (fase movil) de la disolucién contenida en los poros sin que se requiera un fuerte gradiente
de concentracion para impulsarlas. De hecho, la baja retencion en el polimero blanco 12 apoya la
hipétesis de un sistema donde la retencion no especifica ha sido casi eliminada (por las condiciones
de carga y lavado) y las moléculas de analito pasan facilmente del seno de la fase mévil a los poros

superficiales y viceversa, sin quedar atrapadas fisicamente en canales estrechos y tortuosos.
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Figura 5.7. (a) Efecto del volumen de carga sobre la cantidad retenida y (b) Efecto de la concentracion de ETU
en el influente sobre la cantidad retenida. (PD) retencion total en el polimero dopado, (PB) retencion en el

blanco.
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La grafica correspondiente al polimero dopado muestra que ademas de buena accesibilidad, los
poros mas externos de este material contienen sitios de adsorcion que lo diferencian claramente del
polimero blanco; por lo tanto se trata de un polimero impreso molecularmente (PIM) con sitios de
adsorcion generados por la plantilla. Presumiblemente, las primeras moléculas de analito
interaccionan con los sitios de adsorcion mas expuestos en los poros superficiales; al agotarse estos
sitios, las moléculas siguientes deben difundir por los canales porosos para interaccionan con sitios
impresos mas profundos. Este ultimo proceso requiere mas energia, por ello hay cierta disminucién
en la cantidad retenida cuando la disolucién de carga estd mas diluida. Cabe hacer notar que todos
los puntos experimentales de la grafica de este polimero corresponden a un estado de no equilibrio,
lo que significa que el moderado efecto de concentracién observado es debido a cuestiones

cinéticas, no termodinamicas.

A pesar de que este polimero mostré un mejor desempefio que todos los anteriores en lo que se
refiere al proceso de retencion, la elucion continud siendo un problema critico. En la literatura se ha
reportado la existencia de sitios de adsorcion con energias de enlace muy variables en polimeros
impresos sintetizados por el método de polimerizacion en bloque (utilizado en el presente caso).
Aparentemente, los sitios con energias de enlace moderadas son predominantes pero también se
puede presentar una poblacion de sitios, menos numerosos, con muy alta energia de interaccion(140),
Los experimentos realizados y los resultados obtenidos no permiten definir si la no elucién de una
significativa fraccidn de la ETU retenida en el PIM es debida a efectos termodinamicos (sitios de alta

energia) o bien a algun fendmeno cinético.

En la Tabla 5.24 se presentan los valores de recobro de ETU determinados en la etapa de

elucion de los cartuchos empacados con el polimero dopado 12 y su blanco. Los porcentajes
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reportados fueron calculados con respecto a la cantidad total que se sabe quedo retenida en cada

cartucho después de la carga y lavado.

Tabla 5.24. Valores de recobro de ETU obtenidos en la etapa de elucion. Los cartuchos del polimero 12 y su

blanco fueron cargados con 1.3 |Ug de ETU disuelta en volumenes crecientes de acetonitrilo.

Volumen disolucién Recobro de ETU®
de carga (mL) PD12 PB12

2 0.53 (44%) 0.03

5 0.25 (22%) nd
10 0.42 (42%) 0.03

25 0.31 (32%) nd

50 0.47 (51%) nrb

100 0.40 nro

200 0.30 nro

“% de recobro con respecto a la cantidad retenida.
b .

nr = no realizado.

nd= no detectable.

Los resultados de la Tabla 5.24 indican que el polimero dopado aln sigue reteniendo analito
cuando el volumen de carga es de 200 mL, ya que durante la etapa de eluciéon de ese ensayo se
determind una cantidad de etiléntiourea del mismo orden que en los demas ensayos.
Desafortunadamente los porcentajes de recobro obtenidos en la elucion del cartucho cuando éste se
cargo con volumenes de muestra menores fueron muy variables y aleatorios, lo cual impide estimar

la cantidad de ETU retenida en los experimentos realizados con volimenes de carga de 100 y 200
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mL. En efecto, la cantidad eluida en los diferentes ensayos no guarda relacion alguna, ni con el
volumen de carga, ni con la cantidad retenida. En el mejor de los casos se tuvo un valor de recobro
de alrededor del 50%, y aunque nuevamente se probd una amplia y variada serie de disoluciones de

elucion, la mejor de todas continu6 siendo el CH3COONH4 0.1 M en MeOH.

5.2.5.2 Variacion de la concentracion de la disolucion de carga y de la cantidad cargada

a) A volumen de carga constante

En la seccion anterior se comprobd que el polimero dopado 12 era capaz de retener una
fraccion importante (~70%) de la ETU cargada (1.3 ug) en un volumen de muestra relativamente
grande (50 mL). Para conocer mejor el efecto de la concentracion sobre las propiedades de
retencion del PIM, se realizd un estudio de retencion a volumen de carga constante de 50 mL
variando la concentracion de ETU en la disolucion de carga en el intervalo de 0.05-0.6 pug mL-".
Desafortunadamente los resultados obtenidos fueron poco congruentes y poco reproducibles. La
razon de ello se atribuye a que el volumen de carga elegido era superior al volumen de fuga para
todas las concentraciones probadas e inferior al volumen de equilibrio (o saturacién) para la mayoria
de los experimentos en el intervalo ensayado. Es decir, el volumen de 50 mL correspondia a
diferentes puntos de la zona de transicion del frente de migracion del soluto, dependiendo de la
concentracion. En los materiales poliméricos altamente entrecruzados, la cinética es generalmente
lenta y la zona de transicion tiende a ser ancha y mal definida, ademés el ensanchamiento aumenta
al disminuir la concentracion. Esta zona es muy sensible a pequefias variaciones en los parametros

experimentales (temperatura, flujo, viscosidad del influente, homogeneidad del lecho empacado,
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etc.), por ello es muy dificil obtener resultados confiables cuando la EFS se realiza con volumenes

de carga que caen dentro de esta region del frente de migracién del soluto estudiado.

Por las razones expuestas, se optd por estudiar el efecto de la concentracion trazando los
frentes de migracion del soluto a diferentes concentraciones de éste en el influente. Ademas,
considerando la cinética lenta de este tipo de polimeros, la velocidad de flujo se redujo de 1 mLmin-1,
usado en todos los experimentos anteriores, a 0.6 mL min-!. En todos los casos se utilizd el mismo

cartucho de material polimérico, blanco e impreso, para realizar los experimentos.

b) Anadlisis frontal

Conociendo los valores de concentracion en el influente y determinando cromatograficamente la
concentracion de ETU en cada una de las fracciones colectadas del efluente, se calculd el valor de
la concentracién relativa (¢) correspondiente a cada fraccién. La representacion gréfica de ¢
(intervalo 0-1) en funcion del volumen de influente percolado a través del cartucho (Vp), constituye lo
que se conoce como frente de migracion del soluto o curva de ruptura. Con el objeto de comparar
el comportamiento del PIM y de su respectivo blanco de polimerizacion, PB12, se obtuvieron los
frentes de migracion de la ETU en ambos cartuchos a diferentes concentraciones en el intervalo
0.05-0.6 ug mL-'. Aunque en ensayos anteriores se habia demostrado que la retencién de ETU en el
polimero blanco era muy pequefia, las condiciones experimentales (volumen de carga) no
correspondian forzosamente a un estado de equilibrio por lo que se considerd necesario verificar la
magnitud de la retencién no especifica en este material. En la Figura 5.8 se comparan las curvas de

andlisis frontal en el PIM y el blanco para la menor y la mayor de las concentraciones ensayadas.
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Como puede observarse, los frentes de ETU en el blanco y en el polimero impreso son muy
diferentes, corroborando que el fendmeno de retencion no es el mismo. Aunque el polimero blanco
puede retener una pequefia cantidad de ETU, atribuido a interacciones de tipo no especifico, el
material impreso es capaz de retener cantidades mayores de analito para cualquier concentracion de

éste en la disolucion percolada.

De acuerdo con la teoria del analisis frontal, para cualquier volumen de disolucion percolada por

el cartucho, es posible trazar en la grafica de ¢ versus Vp una linea vertical que define un rectangulo

entre los puntos de coordenadas (Vm,0), (Vp,0), (Vm,1) y (Vp,1), donde Vi es el volumen muerto del

cartucho (el cual se estimé en ~500 pL para el caso presente). El Vi fue determinado mediante la
percolacion de metanol a través del cartucho que contenia el PIM, el disolvente fue inyectado
progresivamente por un extremo del cartucho con ayuda de una jeringa graduada, este proceso fue
detenido cuando el disolvente comenzé a salir por el lado contrario del cartucho. El area de este
rectangulo representa la cantidad total de ETU que ha sido suministrada al cartucho, corregida por el

volumen muerto (ecuacion 4):

Area = (Vp-Vm) x Co (Ec. 4)

Dentro del rectangulo, la fraccion del area que se encuentra arriba de la curva del frente
representa la fraccidn de analito retenida, mientras que la fraccién del area que se encuentra bajo la
curva representa la fraccion de analito no retenida. En la Figura 5.8 se puede apreciar claramente
que, para cualquier volumen percolado, el area sobre la curva del frente del PIM es mayor que el

area sobre la curva del frente del blanco.
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Figura 5.8. Frentes de migracion de la ETU en los cartuchos empacados con el PIM y el polimero blanco 12.

Concentracion de ETU en el influente: (a) 0.05 ug mL", (b) 0.6 ug mL”.
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En la Figura 5.9 se presentan los frentes de migracion obtenidos para todas las concentraciones
ensayadas, tanto en el PIM como en el respectivo polimero blanco. Los experimentos se llevaron a
cabo siguiendo el orden creciente de concentraciones y a flujo de 0.6 mL min-!, excepto para los
frentes de 0.15 ug mL-, los cuales se trazaron al final del estudio utilizando un flujo de 0.2 mL min-".
Antes de realizar estos ultimos experimentos, los cartuchos de polimero impreso y blanco se
desempacaron, el material se lavd exhaustivamente con metanol acidificado, metanol puro y
acetonitrilo puro; finalmente los polimeros se volvieron a empacar cuidando que el lecho quedara

bien asentado y sin irregularidades aparentes.

Como muestra la Figura 5.9 (b), en el caso del cartucho blanco todos los frentes empiezan a
emerger en los primeros 1-2 mL de volumen percolado, suben rédpidamente y presentan una inflexion
abrupta a volumenes <10 mL, lo que marca el fin de la zona de transicidn y el inicio de saturacion de
los sitios de interaccion menos expuestos 0 accesibles. La saturacion total de la capacidad de
retencion del polimero se alcanza a volumenes mayores para las concentraciones mas bajas,
excepto en el experimento realizado a concentracion de 0.15 ug mL-!, donde la rama superior del
frente estd menos dispersa, probablemente porque en este caso se utilizd una velocidad de flujo
mas baja. El comportamiento observado es indicativo de un fendmeno controlado por la difusién; al
disminuir la velocidad de flujo, las moléculas del soluto tienen mas tiempo para difundir al interior de

los poros permitiendo que se alcance el estado de equilibrio con un menor volumen percolado.

En el caso de los frentes obtenidos en el PIM, el efecto de la concentracion de ETU en el
influente sobre la forma y dispersion de los frentes es muy notable. Para las tres concentraciones

menores, la zona de transicidén presenta una forma tanto mas atipica y dispersa cuanto mas baja es

-154 -



V. RESULTADOS Y DISCUSION

la concentracion. De hecho, la curva obtenida a la méas baja concentracion (0.05 ug mL-"), progresa
en forma escalonada, como si se tratara de distintos fenémenos de adsorcidn o de una adsorcién en
multicapas. Aunque el error experimental debido a la coleccion y andlisis de una enorme multitud de
fracciones es responsable de algunas imperfecciones en las curvas, la forma global de éstas
proviene del comportamiento de retencion del polimero. Es interesante notar que la curva
correspondiente a la concentracion de 0.15 ug mL-' sigue la tendencia antes indicada, mostrando
una zona de transicion dispersa y mal definida, a pesar de que en este caso se trabaj6é a muy baja
velocidad de flujo (0.2 mL min-"). Esto parece indicar que la cinética de adsorcion del soluto en el
PIM no esta limitada por la difusién sino por otro fenémeno. Por otra parte, a partir de una
concentracion de 0.25 ug mL-" en adelante, los frentes presentan menor ensanchamiento y una
zona de transicion mas recta y definida; incluso, las curvas para las tres concentraciones mayores
estudiadas se encuentran practicamente traslapadas. Nuevamente, esto apoya la hipétesis de que la

difusion no es un fenémeno preponderante en la cinética del proceso.

Sin embargo, independientemente de la concentracion, el punto de ruptura o fuga en todos los
frentes obtenidos en el cartucho del PIM se presenta en los primeros 2-3 mL. Esto significa que,
aunque el material es capaz de adsorber una gran cantidad de ETU (proporcional al area sobre la
curva hasta alcanzar el punto de saturacién), también ocurre una significativa pérdida de analito
desde practicamente el inicio del proceso (proporcional al area bajo la curva para cualquier volumen

percolado).
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Figura 5.9. Frentes de migracion obtenidos al variar la concentracion de ETU (0.05-0.6 |Lig mL") en el

influente: (a) PIM, (b) Blanco.
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Las curvas de analisis frontal permiten determinar la cantidad de soluto retenido en un
adsorbente al equilibrio, para diferentes concentraciones en el influente. Estos datos son Utiles para
trazar la isoterma de adsorcion y caracterizar el mecanismo de retencion. La determinacion es muy
sencilla cuando los frentes de migracion presentan una zona de transicion sigmoidal y simétrica, en
cuyo caso el punto que se encuentra a la mitad de la altura del frente (¢= 0.5) corresponde al punto
estequiométrico o centro de masa de la curva. El volumen de disolucion percolada cuando se
alcanza el punto estequiométrico se denomina volumen estequiométrico (Vs) y es un importante
parametro termodindmico, equivalente al volumen de retencion en cromatografia de elucién. Si se
traza una linea vertical a partir del volumen estequiométrico (llamada plano estequiométrico), ésta
dividira al frente de tal manera que el area bajo la curva a la izquierda del plano es igual al area

sobre la curva a la derecha del plano. Por lo tanto, la cantidad de soluto retenida al equilibrio (Qeq)

se calcula con la siguiente relacion (ecuacion 5):

Qeq =(Vs-Vm) x Co (Ec. 5)

Dado que los frentes experimentales mostrados en la Figura 5.9 no son simétricos ni
sigmoidales, este método simple no puede aplicarse. Sin embargo, los datos obtenidos del analisis
de todas las fracciones de efluente colectadas en cada experimento permitieron determinar la

cantidad de ETU adsorbida en condiciones de saturacion para cada una de las concentraciones en

el influente ensayadas. La gréfica Qeq Vs Co resultante se presenta en la Figura 5.10.

En el polimero blanco se observa un incremento muy gradual de la cantidad de etiléntiourea

retenida al elevarse la concentracion del analito en la disolucion de carga. La relacion entre ambas
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variables es aproximadamente lineal y con una pendiente muy baja. Esto puede indicar un fenémeno
de reparto, 0 bien una adsorcion inespecifica muy débil sobre la superficie del polimero. Es de notar
que, a diferencia de experimentos descritos en secciones anteriores, en el caso de los frentes de
migracion se cuantifica toda la ETU que quedd en el cartucho durante la carga, en ausencia de una
etapa de lavado. Por lo tanto, se puede esperar que en un proceso completo de EFS, la cantidad de
ETU que permanece retenida por adsorcién no especifica o por reparto sea insignificante después

de la etapa de lavado (tal como se report6 en la Tabla 5.22).

El sorprendente comportamiento observado en el PIM es completamente inusual para un
adsorbente en estado de equilibrio, considerando que las graficas de la Figura 5.10 son un simil de
las isotermas de adsorcién. Aun restando la retencién no especifica (grafica PIM-BCO), la forma de
la curva resulta poco légica, ya que el adsorbente fue capaz de retener una mayor cantidad de

etiléntiourea cuando las concentraciones de este analito en el influente eran menores.

Es importante subrayar que el experimento a concentracion de 0.15 ug mL-' se realizé al final de
los demas, después de haber lavado exhaustivamente al polimero y reajustado el lecho empacado, y
empleando una velocidad de flujo mas baja. No obstante, la cantidad de ETU retenida en este caso
fue congruente con la tendencia marcada por los resultados de las otras concentraciones (ver Fig.
5.10), lo que descarta como posibles responsables de la curva obtenida a problemas de difusién
intraparticula o a problemas experimentales como la contaminacién cruzada, la compactacion del
lecho empacado o la progresiva degradacién del PIM. Por lo anterior, se piensa que el
comportamiento de retencidn observado so6lo puede atribuirse a algin fenémeno relacionado con el

propio analito.
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Con esta base, se propone la posible formacion de dimeros y agregados superiores de ETU en
el disolvente organico (AcCN), cuya cantidad y numero de agregacion se verian favorecidos al
aumentar la concentracion del compuesto. Por la forma de la curva corregida PIM-BCO en la Fig.
5.10, es de esperarse que durante el proceso de sintesis del polimero se hubieran generado
predominantemente sitios impresos con moléculas individuales o dimeros de la plantilla. Aunque la
concentracion de ETU en la mezcla de reaccion era sumamente alta, su interaccion con los
monomeros funcionales y otras especies presentes pudo haber moderado hasta cierto grado la
autoasociacion de esta molécula. No obstante, dada la cantidad de ETU (25 mg) y el pequefio
volumen de disolvente porégeno (AcCN, 4 mL) en la mezcla, una parte del compuesto debi6 quedar
en forma de agregados predominantemente grandes, que generaron cavidades o sitios ad hoc
cuando el polimero solidific y la plantilla fue removida. Dichas cavidades fueron posteriormente
capaces de reconocer a las entidades que las conformaron, aunque con energias de interaccion

probablemente muy variables.

Aceptando la hipotesis anterior, es posible dar una explicacién mas o menos congruente con los
resultados del estudio de analisis frontal. Asi, a las concentraciones estudiadas mas bajas,
predominaban las moléculas monoméricas y diméricas de ETU en la disolucién, aunque también
coexistian algunas entidades con numero de agregacién un poco mayor que empezaban a formarse
en estas condiciones. Estas Ultimas se fugaron rapidamente del cartucho porque no habia sitios
impresos que las reconocieran o bien eran muy limitados; por el contrario, los monémeros y dimeros
de ETU dispusieron de abundantes sitios con los cuales interaccionaron fuertemente. A
concentraciones intermedias predominaban los agregados pequefios y medianos que por las
razones expuestas casi no fueron retenidos; adicionalmente, es posible que persistieran algunos

dimeros y que empezaran a formarse agregados mayores, ambas especies representando la
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fraccion de ETU retenida. Finalmente, a las concentraciones mas altas, la proporciéon de grandes
agregados aumentd y con ello la retencion. De acuerdo con este esquema, en todo el intervalo de
concentraciones estudiado existieron especies poco 0 no retenidas y especies retenidas con mayor
o menor fuerza, dependiendo del numero de sitios disponibles segun su tamafio y de la energia de
interaccion en dichos sitios, fendmeno descrito por Sellergren(@. Esto explica el perfil de los frentes
de migracion de la ETU en el PIM (Fig. 5.9), con una zona de transicion dispersa, poco definida y
mas 0 menos escalonada. Asi mismo, aceptando que a concentraciones intermedias predominaban
las especies poco retenidas, se explica el maximo y el minimo en la curva de adsorcion al equilibrio

del soluto en el PIM (Fig. 5.10).

14

" —4A—PM @ BCO —=&—PIM-BCO

10

Qeq (D)

O T T T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Co (ng mL)

Figura 5.10. Cantidad de ETU adsorbida por el PIM y el polimero blanco (BCO) en condiciones de saturacion del
cartucho (Qqq), para diferentes concentraciones de ETU en el influente (C,). La curva PIM-BCO representa la

cantidad de ETU retenida especificamente en el polimero impreso.
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c) Perfiles de elucién

Una vez alcanzado el estado de saturacion del cartucho en el estudio de anélisis frontal, se
decidié examinar el perfil de elucion de la ETU retenida para algunos casos. En la Figura 5.11 se
muestran los perfiles obtenidos al eluir el cartucho de PIM que habia sido cargado a saturacidn con
disoluciones de ETU de concentracion 0.05, 0.25 y 0.4 ug mL'. El disolvente de elucion fue
CH3COONH4 0.5 M en MeOH, similar al que se habia estado utilizando en secciones anteriores
excepto por la concentracién de la sal, que se decidié aumentar buscando mejorar los porcentajes
de recobro. Como puede observarse, los perfiles muestran un proceso de elucion en varias etapas,
delineandose una serie de picos traslapados. Esto indica que la ETU estaba retenida en sitios de
diferente energia, lo que es congruente con la propuesta de coexistencia de diferentes especies de

ETU en el disolvente de carga.
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Figura 5.11. Perfiles de eluciéon de la ETU retenida en el cartucho de PIM cargado a saturacion. Eluyente:

acetato de amonio 0.5 M en metanol, a flujo de 0.6 mL min". Concentracion de ETU en la carga: (a) 0.05 ng

mL", (b) 0.25 ug mL", (c) 0.4 pg mL".
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En los tres casos analizados, las curvas de elucién terminaron abruptamente después del paso
de un volumen de eluyente de ~14 mL; en este punto, la cantidad determinada de ETU eluida era
muy inferior a la cantidad que habia quedado retenida durante la carga. En la Tabla 5.25 se reportan
estas cantidades, asi como el porcentaje de recobro global en cada caso. El recobro fue
significativamente menor cuando el cartucho fue cargado con una disolucion de ETU de
concentracion 0.05 ug mL-!- De acuerdo con nuestra propuesta, en estas condiciones predominaban
las especies monoméricas y diméricas de ETU, las cuales se adsorbieron es sitios de muy alta
energia. De hecho, el frente de migracion correspondiente (ver Fig. 5.9) muestra una pseudo-zona
de transicion entre 400-600 mL, lo que indica una adsorcion irreversible y la presencia de
abundantes sitios con esta caracteristica. Por otra parte, el recobro incompleto cuando se cargaron
disoluciones méas concentradas de ETU en el PIM, también es indicativo de sitios de adsorcion de
alta energia que, segun nuestra propuesta, corresponderian a sitios que interaccionan con
agregados conformados por un gran numero de moléculas de ETU. Puesto que en los frentes
correspondientes, la saturacion ocurrié a volimenes de carga relativamente bajos, el nimero de este

tipo de sitios debi6 ser mucho mas limitado.

Tabla 5.25. Cantidades retenidas a saturacion del cartucho de PIM con disoluciones de ETU de diferente

concentracion en acetonitrilo. Cantidades recuperadas en la elucion (LLg) y % de Recobro.

Concentracién ETU (ug mL™) Cantidad ETU

0.05 1.7 (15.8%)
0.25 1.4 (42.7%)
0.40 2.5 (46.4%)
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La caracterizacion exhaustiva del comportamiento de retencidn del polimero dopado 12 y su
blanco demostré que se lograron generar, en el primer material, sitios de reconocimiento de la
etiléntiourea. En efecto, utilizando como disolvente de carga y lavado al acetonitrilo, la retencion de
la ETU a partir de disoluciones muy diluidas fue insignificante en el polimero blanco, mientras que el
polimero dopado pudo retener cantidades considerables de soluto antes de alcanzar la saturacion.
Por lo tanto se considera que el polimero dopado 12 es formalmente un polimero impreso con
etiléntiourea. Los experimentos realizados también mostraron que las caracteristicas estructurales,
la porosidad y la estabilidad de estos polimeros eran bastante satisfactorias. Estos puntos son
relevantes ya que los materiales altamente entrecruzados, sintetizados por la técnica de
polimerizacién en bloque, presentan a menudo problemas de micro y nanoporosidad que redundan
en una muy lenta difusién intraparticula de los solutos, los cuales faciimente quedan atrapados en
los canales porosos. Desafortunadamente, el sistema polimero-ETU estudiado también presentd dos
graves inconvenientes. Por una parte, hay fuertes indicaciones de que la ETU en acetonitrilo tiende a
formar dimeros y agregados superiores desde muy bajas concentraciones. Esto se tradujo en la
formacion de sitios muy variados en tamafio y energia de interaccion en el polimero impreso, ya que
el acetonitrilo fue empleado como disolvente pordégeno en el proceso de sintesis. El proceso de
extraccion en fase sélida también fue afectado por este fendmeno, debido a la coexistencia de
diversas especies de ETU en la disolucién de carga y al numero muy limitado de sitios de
reconocimiento en el PIM para varias de ellas. En consecuencia, para algunas de las condiciones
experimentales ensayadas, ocurrié una fuga muy temprana de una fraccién del analito, mientras que
la saturacion total del cartucho de PIM requirié de cientos de mililitros de la disolucion de carga.
Estos problemas no invalidarian del todo la posible aplicacion del cartucho de PIM en procesos de
EFS si su uso se limitara a la preconcentracion de disoluciones muy diluidas de ETU (<< 0.05 ug

mL-1), en cuyo caso probablemente sélo existirian moléculas individuales de analito para las cuales
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quedd demostrado que se dispone de abundantes sitios de union en el polimero. El segundo
inconveniente, por el contrario, resultd insalvable puesto que fue imposible eluir cuantitativamente al
soluto retenido. Mas aun, se sospecha que la ETU retenida como molécula individual interaccion6
con sitios de muy alta energia y fue esta forma de ETU, principalmente, la que no pudo ser eluida.
Por lo tanto, aunque se logré imprimir una molécula tan pequefia como la ETU, el polimero obtenido

no presentd propiedades adecuadas para su aplicacion con fines analiticos.
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5.3 Polimeros impresos para bencimidazoles

Con base en los resultados obtenidos por C. Cacho et al.(1%®), se pensd en mejorar la
accesibilidad de los sitios de impresion del PIM para tiabendazol generado con &cido metacrilico
y divinilbenceno, al variar el volumen de disolvente porégeno e incrementar la velocidad de
agitacion de la mezcla de precipitacién. De los tres polimeros preparados en ausencia de
molécula plantilla (Tabla 4.10 de la parte experimental), solamente el de 5 mL de porégeno
(polimero 2), presentd una consistencia solida y no coloidal como los otros dos; por ello, este
volumen fue seleccionado como el optimo de trabajo. En cuanto a la variable de velocidad de
agitacion durante la sintesis, se seleccion6 la de 300 rpm, que correspondia a la velocidad
maxima permitida por la parrilla de agitacion controlada empleada. El polimero impreso y su
blanco fueron preparados utilizando las relaciones descritas en la Tabla 4.11 de la parte

experimental.

5.3.1 Evaluacion del grado de impresion en el polimero

5.3.1.1 Optimizacion del proceso de extraccion fuera de linea.

En la evaluacion del PIM para bencimidazoles se utilizd acetonitrilo para el
acondicionamiento del cartucho, y como componente de la disolucion de lavado, por varias
razones. La primera es que este disolvente formé parte de la mezcla usada como pordgeno en la
sintesis del polimero (mezcla acetonitrilo-tolueno 3:1, viv). Ademas, el acetonitrilo es un
disolvente polar, en el que los bencimidazoles son bastante solubles, y es miscible con agua en

todas proporciones. Esta Ultima propiedad es importante para la aplicacion del PIM en la
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preconcentracion selectiva de bencimidazoles a partir de muestras acuosas. Inicialmente, los
cartuchos empacados con 300 mg del PIM y su correspondiente polimero blanco (PB) se
cargaron con so6lo 2 mL de una disolucion acuosa relativamente concentrada (1 ug mL-) del
analito-plantilla (tiabendazol). El objetivo de este experimento era evaluar el grado de
interacciones no especificas de los polimeros en presencia de agua, optimizar la composicién de
la disolucién de lavado y tener una idea de la capacidad de retencion especifica del cartucho de
PIM. La elucién se realiz6 con 12 mL de la misma mezcla que se habia utilizado anteriormente
para remover la plantilla del polimero sintetizado, es decir, metanol-acido acético 1:1 (v/v). El
fuerte medio acido provoca la protonacion del tiabendazol (TBZ), lo que unido a la polaridad del
metanol logra romper las interacciones entre el analito y el sitio impreso. Cabe mencionar que

previamente se verificd la estabilidad del TBZ en este medio.

Los resultados obtenidos al utilizar mezclas acetonitrilo-agua en diferentes proporciones
como fase de lavado, mostraron que s6lo con acetonitrilo puro se lograba la eliminacion completa
de las interacciones no especificas que presentaba el blanco de polimerizacion. En la Tabla 5.26
se reporta el desempefio de los cartuchos empacados con el PIM y el PB durante el proceso de
EFSIM. Como puede observarse, ambos cartuchos retienen fuertemente al tiabendazol durante la
etapa de carga (pérdidas menores al 5%), ya sea por interacciones especificas 0 no especificas.
Sin embargo, durante el lavado se desaloja todo el TBZ retenido en el PB, mientras que solo una
pequefia proporcion del soluto es desalojado del PIM (< 10%). Finalmente, el compuesto que
quedd retenido en el PIM (> 90%) fue eluido cuantitativamente durante la Ultima etapa del
proceso. Los resultados de la Tabla 5.26 también permiten deducir que la capacidad del cartucho

para la retencion especifica de TBZ es probablemente mayor a 2 ug/300 mg de PIM.
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Tabla 5.26. Desempefio de los materiales sintetizados en los ensayos de EFSIM fuera de linea. % de

tiabendazol (TBZ) recuperado en los efluentes de la carga, el lavado y la elucion”.

Material® | Carga (% TBZ) | Lavado (% TBZ)¢ | Elucién (% TBZ) | Total

PIM 3.8 8.4 93.3 105.5

PB 4.5 89.3 nd 93.4

® Cantidad total cargada 2 Jg. °PIM = polimero impreso molecularmente con tiabendazol, PB = polimero blanco, 300

mg de adsorbente en los cartuchos. ° Lavado con acetonitrilo puro. nd= no detectable.

5.3.1.2 Isotermas de adsorcion. Caracterizacion fisico-quimica del PIV

La isoterma de adsorcién de un compuesto en un adsorbente dado proporciona informacion
importante sobre la termodinamica del proceso y debe por lo tanto ser obtenida bajo estrictas
condiciones de equilibrio. En este trabajo, las isotermas de tres bencimidazoles fueron obtenidas
por un método estatico, utilizando pequefas cantidades de adsorbente (25 mg) y disolucién (2
mL) para alcanzar rapidamente el equilibrio. Los experimentos realizados fueron similares a un
proceso de EFS, con el adsorbente empacado en un cartucho, pero la fase de carga con el
bencimidazol disuelto no se dejé fluir sino que se mantuvo en contacto con el adsorbente hasta
alcanzar el equilibrio y luego fue desalojada. Las siguientes etapas, lavado y elucion, se llevaron
a cabo como en cualquier ensayo de EFS. El bencimidazol en estudio se determind en los
efluentes de la carga, del lavado y de la elucién. El bencimidazol determinado en la carga
representa la cantidad no retenida, el determinado en el lavado corresponde a la fraccion que
quedd retenida por interacciones no especificas y, finalmente, el determinado en la elucion es el

soluto que fue retenido por interaccion especifica con los sitios impresos.
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5.3.1.2.1 Seleccion del tiempo de contacto

Una vez transcurrido cada uno de los tiempos de contacto seleccionados entre la fase de
carga y el material impreso (0, 15, 30 6 60 min), la disolucién acuosa fue desalojada del cartucho
y la concentracion de tiabendazol remanente en ésta fue determinada. Debido a las
caracteristicas de cinética que presentan los polimeros impresos, se sabe que conforme se
incrementa el tiempo de contacto entre la disolucion y el PIM, las moléculas del analito tienen una
mayor oportunidad de alcanzar y quedarse retenidas en los sitios de impresién de la matriz
polimérica. Por ello se espera que la concentraciéon de analito determinada en la disolucion
acuosa disminuya en forma gradual al aumentar el tiempo de contacto entre el PIM y la fase de
carga, hasta que llega un momento a partir del cual, aunque se siga elevando el tiempo de

contacto, la concentracion en la disolucion permanece constante (condiciones de equilibrio).

Los resultados mostraron que con un tiempo de 15 minutos se alcanzaba el equilibrio de
distribucidn del TBZ entre la disolucion de carga y el PIM sintetizado, ya que en los tiempos de 30

y 60 min se determind la misma concentracion de analito en la disolucidn acuosa.

5.3.1.2.2 Isotermas de adsorcion

Puesto que un polimero impreso puede reconocer analitos de estructura similar a la de la
molécula plantilla utilizada durante su sintesis, se decidi6 estudiar el comportamiento de
adsorcién de tres bencimidazoles en el PIM, por lo que se generaron las isotermas de adsorcidn

para tiabendazol (molécula plantilla), carbendazim (CBZ) y benomil (BEN).
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Para trazar el gréfico de las correspondientes isotermas de adsorcién, se determinaron los
parametros F (concentracion de analito en la disolucion al equilibrio) y B (concentracién de
analito en el adsorbente al equilibrio). El valor de B se obtuvo dividiendo la cantidad de
bencimidazol cuantificada en el eluato entre la cantidad de adsorbente empacado, mientras que F
se calculo dividiendo la cantidad de analito determinada en los efluentes de carga y lavado entre

el volumen de la disolucion de carga.

Mediante un analisis de regresidn no lineal con el programa Origin® version 6.5, los datos
experimentales de B y F fueron tratados y evaluados con cada uno de los modelos de adsorcién
descritos en la tabla 3.4 de la parte de antecedentes. Los resultados de los tres bencimidazoles

mostraron un ajuste satisfactorio al modelo de Langmuir-Freundlich (Ecuacién 6).

g- 9KF (Ec. 6)
1+KF™

En esta ecuacién, B y F son las concentraciones de equilibrio en el adsorbente y en la
disolucion, respectivamente, las cuales fueron determinadas experimentalmente. Mientras que
las constantes: q que corresponde a la densidad de puntos de union presentes en la matriz
polimérica, K que es el valor de la constante de afinidad media y m que es el indice de

heterogeneidad del adsorbente, fueron conocidas a través del mismo analisis de regresion.

En la Figura 5.12 se presentan las isotermas de adsorcion de los tres bencimidazoles. Los
puntos representan los datos experimentales, mientras que la linea continua corresponde al trazo

de la ecuacién de la isoterma utilizando los parametros deducidos del ajuste.
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(a)
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(b)
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(c)
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Figura 5.12. Isotermas de adsorcion de (a) Tiabendazol, (b) Carbendazim y (c) Benomil en el PIM sintetizado.
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En la Tabla 5.27 se resumen los valores obtenidos de los parametros de la isoterma de
Langmuir-Freundlich para cada uno de los bencimidazoles estudiados. Los resultados indican
que el polimero impreso presenta afinidad por los tres analitos y que, de acuerdo con lo valores
de qy K, éste puede distinguir entre compuestos de estructura quimica semejante, ya que estos
parametros fueron diferentes para cada bencimidazol. Como era de esperarse, los valores de
capacidad maxima y de constante de afinidad mas grandes exhibidos por el adsorbente, se
encontraron cuando el analito utilizado fue tiabendazol (molécula plantilla). Cabe mencionar que,
aunque la densidad de sitios impresos es una propiedad del adsorbente que debiera ser
independiente del analito, no todos los sitios presentan la configuracion adecuada para que
puedan interaccionar compuestos que no tienen exactamente la misma estructura que el analito-
plantilla. Por ello, el numero de sitios disponibles para carbendazim y benomil es menor que para

tiabendazol.

Tabla 5.27. Parametros derivados del ajuste de los datos experimentales mediante la ecuacion de la

isoterma de Langmuir-Freundlich.

Compuesto q (umol g*) K (mM1) m R?2

Tiabendazol 1.20 78.4 1.00 0.9892

Carbendazim 0.76 22.0 0.75 0.9153
Benomil 0.05 11.2 0.50 0.9787

*g: capacidad méaxima del adsorbente, K: constante de afinidad, m: indice de heterogeneidad, R’ coeficiente de

determinacion (bondad de ajuste).

Si se comparan las estructuras quimicas de estos tres bencimidazoles (Figura 5.13), se

observa que el mas parecido al TBZ es el CBZ, mientras que el BEN es el que presenta una
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estructura con mayores diferencias. En congruencia con esto, tanto los valores de q como de K,

van de mayor a menor magnitud en el siguiente orden: TBZ>CBZ>BEN.

O: N/>_<\/N#;}/S :/>— NHCO,CH;

TBZ CBz

H

/\/0 N
>7NH002CH3

T

CONHC,H,
BEN

Figura 5.13. Estructuras quimicas de los bencimidazoles estudiados.

Aparentemente, la estructura relativamente plana de la molécula plantilla (TBZ) genera
cavidades impresas muy homogéneas en cuanto a tamafio y disposicidn de los grupos
funcionales superficiales del polimero (a base de acido metacrilico) que interactian con esta
molécula. Sin embargo, el entorno de estas cavidades no es idéntico, de modo que sélo un 60%
de ellas son accesibles y/o aptas para acomodar la molécula de carbendazim, cuya estructura es
espacialmente menos plana (grupo metil carbamato). Ademas, el carbendazim presenta una
funcion acida (grupo amida) poco afin a los grupos acido carboxilico del polimero, lo que también

explica su menor constante de afinidad comparada con el TBZ. Esta poblacion de sitios es
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heterogénea en lo que respecta a su energia de interaccion con el carbendazim. Por otro lado, el
benomil es un caso aparte pues su estructura y arreglo espacial presentan diferencias
considerables con los de la molécula plantilla. En consecuencia, menos del 5% de las cavidades
impresas pueden enlazar al benomil y la energia de interaccion con este soluto varia entre sitio y

sitio.

De acuerdo con los resultados obtenidos y la discusion anterior, el comportamiento de
adsorcion del TBZ en el PIM deberia poder ajustarse adecuadamente a un modelo de isoterma
tipo Langmuir. En la Figura 5.14 se presenta la gréfica de 1/B vs. 1/F, de acuerdo con la ecuacion

linealizada del modelo Langmuir (Ecuacion 7).

1IB=1/q+ (g x K x F) (Ec.7)

15

1.2 1

0.9

21]
0.6 -
y =0.0108x + 0.8285
0.3 1 2
R"=0.9944
0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

1IF

Figura 5.14. Isoterma de adsorcion para TBZ representada conforme al modelo de Langmuir.
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Los parametros deducidos del ajuste de los datos a este modelo se reportan en la Tabla

5.28.

Tabla 5.28. Parametros derivados del ajuste de los datos experimentales mediante la ecuacién de la

isoterma de Langmuir para tiabendazol”.

Compuesto q (umol g) K (mM1) R?

Tiabendazol 1.21 76.7 0.9944

*q: capacidad maxima del adsorbente, K: constante de afinidad, R*: coeficiente de determinacion (bondad de ajuste).

La bondad de ajuste al modelo Langmuir es aceptable por lo que se puede estipular que se
ha logrado sintetizar un polimero con sitios impresos homogéneos, en donde el tiabendazol es
retenido por un mecanismo de adsorcion tipico. Como en todos los procesos de adsorcién en
sitios activos, la afinidad de los compuestos por el adsorbente disminuye a medida que se

saturan los sitios de union.

Para cualquier compuesto cuyo comportamiento de adsorcion se ajuste al modelo Langmuir,
los parametros de la isoterma permiten estimar el valor del coeficiente de distribucion (Kp) en

disoluciones muy diluidas, de acuerdo con el siguiente equilibrio y las relaciones

correspondientes (Ecuaciones 8 y 9):

Pdisol + Sads <« PSads K= [Ps]ads/ ([P]disol [S]ads) (EC- 8)

Kb (mL g') = [PS]ads / [Plaisol = K*q (Ec.9)
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Donde: PSags representa al soluto adsorbido en los sitios activos del adsorbente, Sads son los
sitios activos libres en el adsorbente y Puisol €S €l soluto remanente en la disolucion; K es la
constante de afinidad expresada en funcion de las concentraciones al equilibrio de la “especie” y
q es la densidad de sitios de adsorcion, es decir la concentracion de todos los sitios, libres y
ocupados, en el adsorbente. La concentracion en el adsorbente esta dada en umol g y en la
disolucién en mM (umol mL-"). En la tabla 5.29 se presenta el coeficiente de distribucion del TBZ
entre la disolucidn acuosa y el PIM, estimado a partir de los parametros de la isoterma Langmuir
(Tabla 5.28). Este coeficiente representa el equilibrio de distribucion del soluto bajo condiciones

de alta dilucién, es decir, en la parte lineal de la isoterma.

Tabla 5.29. Coeficiente de distribucion entre la disolucion acuosa y el PIM sintetizado determinado para

TBZ.

Compuesto Ko (mL g)

Tiabendazol 92.6

Como puede observarse en la Tabla 5.29, el coeficiente de distribucion del TBZ es lo
suficientemente alto como para garantizar la exitosa aplicacion del polimero sintetizado en la
preconcentracion de este bencimidazol a partir de muestras acuosas. En los casos del
carbendazim y benomil no fue posible estimar sus respectivos valores de coeficiente de

distribucién puesto que la ecuacion de Freundlich (y por lo tanto la de Langmuir-Freundlich) es
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una relacion empirica, es decir, describe razonablemente bien el comportamiento de adsorcion

en sitios de diferente energia pero no deriva del tratamiento teérico de un equilibrio.

Con base en los valores reportados en la Tabla 5.27, se estimd que el carbendazim y el
benomil también podrian ser preconcentrados en el cartucho de PIM. En efecto, un cartucho
empacado con, por ejemplo, 100 mg de adsorbente podrian retener a saturacién 14.5 g de
carbendazim ¢ 1.5 ug de benomil, cantidades que son lo suficiente grandes para su posterior

determinacion por CLAR.

5.3.2 Capacidad del polimero impreso para preconcentrar a los analitos en muestras

acuosas

Estos experimentos se realizaron conectando en linea una columna empacada con el PIM
(300 mg) y el detector UV del sistema cromatografico. La columna fue alimentada con las

disoluciones de carga, lavado y elucién mediante una bomba auxiliar.

En ensayos anteriores con los cartuchos (fuera de linea), se habia utilizado una disolucién
metanol-HAcO (&cido acético concentrado) 1:1 (v/v) en la etapa de elucién para asegurar la
completa remocion de los bencimidazoles. Sin embargo, esta mezcla es muy agresiva y podria
dafiar al detector en el sistema en linea, por lo que se busco un eluyente mas suave. Después de
algunos ensayos se encontré que bastaban 10 mL de una disolucién acuosa al 2% de acido
acético para recuperar cuantitativamente al TBZ en el eluato. Por lo tanto, esta condicion se uso6

en los ensayos posteriores.
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Para determinar si la columna de PIM era capaz de alcanzar un alto factor de
preconcentracion se efectuaron dos ensayos, cargando en cada uno la misma cantidad de
bencimidazol (1 ug). En el primero, el analito se carg6 disuelto en 1 mL de agua y en el segundo
se disolvié en 100 mL de agua. Bajo condiciones de no saturacion, si la constante de afinidad es
suficientemente grande y la cinética del proceso no es demasiado lenta, el frente de migracion
permanece integramente dentro de la columna y por lo tanto no se detecta analito a la salida de
ésta. Sin embargo, en disoluciones muy diluidas, la sensibilidad del detector no es suficiente para
determinar con certitud si el analito aparece o no en el efluente de la carga. Por tal razén, el
método que consiste en trazar los frentes de migracion para determinar volimenes de fuga no es
adecuado en el caso de disoluciones a muy baja concentracion del compuesto de interés. Por el
contrario, en la elucidn, el compuesto que ha sido cargado se preconcentra en la columna y es
desalojado con un volumen mas o menos pequefio de disolvente, siendo entonces facilmente
detectable. Asi, al conectar en linea la columna empacada con el PIM y el detector UV fue
posible determinar en continuo los perfiles de elucidn para los tres bencimidazoles, comparando
el perfil obtenido en el ensayo con carga de 1 mL y en el ensayo con carga de 100 mL. En la
Figura 5.15 se presentan los perfiles de elucidén correspondientes a las dos condiciones para
cada analito. Como puede observarse, el comportamiento de desorcidn es idéntico, es decir, la
misma forma y area de pico, y el mismo tiempo requerido para la elucion del méaximo (Tabla
5.30), lo cual indica que el polimero retuvo la misma cantidad del analito independientemente del
volumen de carga. Cabe sefialar que la deteccion de los bencimidazoles se llevé a cabo a
longitudes de onda correspondientes a uno de sus maximos de absorcion, descartando la regidn
de bajas longitudes de onda (200-230 nm) donde el acido acético presente en el eluyente genera

mayor interferencia.
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Debido a que la relacion de concentracion entre las dos disoluciones cargadas en estos
experimentos fue de 100:1, se demuestra que el material sintetizado permite preconcentrar a los
3 bencimidazoles de interés en un factor de hasta 100 veces. Por otra parte, la sefial generada
por la desorcion de los tres compuestos presenta la forma de un pico ancho y coleado, lo que

indica una lenta cinética de desorcidn, muy caracteristica de los materiales poliméricos.

-179 -



V. RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 5.15. Perfiles de elucion obtenidos para: (a) TBZ, (b) CBZ y (c) BEN. Carga de 1 Ug de bencimidazol

disuelto en 1 mL (1 mg L'1) o0 en 100 mL (10 Ug L") de aqua, lavado con 5 mL de acetonitrilo. Cartucho

empacado con 300 mg de PIM.
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Tabla 5.30. Longitud de onda de deteccion y tiempo de elucién del maximo para cada bencimidazol.

Compuesto A (nm) teiucion (Min)
TBZ 305 0.52
CBz 240 0.51
BEN 240 0.51

5.3.3 Diseno del sistema de preconcentracion y determinacion en linea

El arreglo experimental examinado en la seccion anterior no permite la determinacion

conjunta de los tres bencimidazoles pues todos eluyen al mismo tiempo y, ademas, generan un

pico muy ancho. Por ello, la columna de PIM se conectd a una columna analitica de separacion

C1s mediante una valvula de conmutacion (ver diagrama en la parte experimental, Figura 4.1),

conformando de esta manera un sistema EFSIM-CLAR-UV en linea.

De acuerdo con los perfiles de elucion (Figura 5.15), los tres bencimidazoles pueden ser

cuantitativamente desorbidos de la columna de PIM con sélo 5 mL de una disolucion de acido

aceético al 2% en agua. Mediante la operacion de la valvula de conmutacién como se indicé en la

parte experimental (seccién 4.4.2.4), el eluyente con los analitos desorbidos es transferido en

linea a la columna Cis. Esta disolucion acuosa acidificada constituye una fase movil

extremadamente débil con respecto a una columna de fase reversa Cis, por lo que los analitos no

migran sino que son retenidos practicamente al inicio de la columna. De esta manera, el pico

ancho en el que eluyen los solutos de la columna de PIM se enfoca a la entrada de la columna

C+s, desapareciendo el problema de dispersion y coleo ocasionado por la lenta cinética de
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desorcion propia de las fases poliméricas altamente entrecruzadas. Finalmente, los tres
bencimidazoles se separan en la columna analitica mediante un gradiente de elucion optimizado
(parte experimental, Tabla 4.3), usando una disolucién acuosa de &cido acético al 2% como fase
mavil débil (fase A) y acetonitrilo como fase movil fuerte (fase B). En la Tabla 5.31 se presenta la
“tabla de tiempo” del método completo, indicando la operacion que se realiza en cada paso y

algunos otros datos experimentales.

Tabla 5.31. Tabla de tiempo, operaciones y parametros experimentales del método EFSIM-CLAR-UV en linea

para la determinacion de tres bencimidazoles en muestras acuosas.

Tiempo ol Posicion valvula Bomba,,? BombacLar”
. Operacion de . . . .
(min) . (Flujo, mL min-') | (Flujo, mL min-')
conmutacion
0-10 Acondicionamiento PIM Carga 10 mL agua (1) HAcO 2% (1)
10-11Qc Carga PIM Carga 100 mL muestra (1) HAcO 2% (1)
110-115 Lavado PIM Carga 5mL AcCN (1) HAcO 2% (1)
115-120 Elucién PIM Inyeccion Apagada HAcO 2% (1)
120-146 | Separacion y andlisis Carga Apagada Gradiente (1)

Composicion de la disolucion enviada por la bomba auxiliar.
® Fase movil enviada por la bomba del cromatografo, HAcO 2% es una disolucion acuosa de &acido acetico al 2%,
gradiente HAcO 2% - acetonitrilo (AcCN) como en la Tabla 4.10.
° El tiempo en este paso depende del volumen de muestra a preconcentrar.

En la Figura 5.16 se presentan los cromatogramas obtenidos al analizar una muestra blanco
preparada solo con agua desionizada y una muestra sintética de agua dopada con los 3
bencimidazoles a concentracion de 10 pg L, usando el método en linea EFSIM-CLAR-UV/DAD.

El volumen de muestra preconcentrada en el PIM fue de 100 mL. La deteccion se llevo a cabo
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con un detector de arreglo de diodos (DAD), programado para el trazo del cromatograma a

diferentes longitudes de onda.
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Figura 5.16. Cromatogramas obtenidos del analisis de muestras: a. Aqua grado reactivo sin fortificar. b.

Agua grado reactivo fortificada con: (1) Carbendazim (t, = 8.2 min), (2) Tiabendazol (t, = 1.6 min), y (3)
Benomil (t, = 18 min) a 10 Ug L' cada uno. Cada muestra (100 mL) se preconcentr6 y purifico en una

columna de PIM, se transfiri6 en linea a una columna analitica C;3 y se separ6 mediante un gradiente de

elucion. Deteccion UV a varias longitudes de onda mediante un detector de arreglo de diodos.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que, a pesar de la baja eficiencia de
los polimeros impresos, es posible acoplarlos en linea con un sistema de cromatografia de
liquidos para la preconcentracién, purificacion y andlisis de muestras acuosas. En el caso
presente, utilizando el polimero impreso con TBZ para el tratamiento de la muestra, acoplado en
linea con CLAR-UV/DAD, fue posible determinar en un mismo analisis concentraciones del orden

de las partes por billon de tiabendazol, carbendazim y benomil en muestras acuosas.

Con la finalidad de mejorar la forma de los picos cromatograficos de carbendazim y benomil,
se adicion6 un modificador a la fase movil, sulfato acido de tetrabutilamonio (NBut4HSOs) en
concentracion igual a 25 mM, con el cual se logr6 minimizar la interaccién de estos
bencimidazoles y los grupos silanol residuales de la fase estacionaria, cuyo efecto provocaba el

ensanchamiento de las sefiales correspondientes.

Una vez mejorada la deteccion de CBZ y BEN, se realiz6 la determinacion de los 3
bencimidazoles en una muestra real. Para ello, una muestra de agua de rio fue dopada con TBZ,
CBZ y BEN a concentracion de 10 yg L' de cada uno y posteriormente analizada utilizando el
método en linea EFSIM-CLAR-UV/DAD desarrollado. El volumen de muestra preconcentrada en

el PIM fue de 50 mL. El cromatograma obtenido se presenta en la Figura 5.17.
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Figura 5.17. Cromatograma obtenido del analisis de una muestra real de agua de rio fortificada con: (1)

Carbendazim, (2) Tiabendazol, y (3) Benomil a 10 g L' cada uno. La muestra (50 mL) se preconcentré y

purifico en una columna de PIM, se transfirio en linea a una columna analitica C;s y se separé mediante un

gradiente de elucion. Deteccion UV a varias longitudes de onda mediante un detector de arreglo de diodos.

Como puede observarse este cromatograma solo presenta las sefiales correspondientes a

los bencimidazoles, con lo que se demuestra la alta selectividad del PIM hacia moléculas con

estructura similar al tiabendazol (molécula-plantilla). Los valores de % de recobro determinados

para CBZ, TBZ y BEN fueron del 97.3, 91.9 y 89.5 respectivamente, con lo cual es posible decir

que se logré desarrollar un método selectivo y confiable para la determinacion de estos

bencimidazoles en muestras acuosas reales.
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Mediante la técnica de polimerizacion en bloque via radicales libres, se buscd imprimir en
la matriz polimérica una molécula muy pequefia, la etiléntiourea. El estudio sistematico del
efecto de la naturaleza y proporcién de los componentes de la mezcla de reaccion, permitio
desarrollar materiales con sitios de reconocimiento especifico para esta molécula. EI mejor
PIM para este compuesto se obtuvo utilizando acrilamida y 4-vinilpiridina como mondémeros
funcionales, etilenglicol dimetacrilato como entrecruzante y acetonitrilo como disolvente
porégeno. Las proporciones de los reactivos se ajustaron para optimizar la porosidad y
grado de entrecruzamiento del material, a modo de disminuir los problemas de difusion
intraparticula, manteniendo la integridad de las cavidades impresas. La completa
caracterizacion del proceso de retencion de etiléntiourea en el PIM sintetizado mostr6 que,
debido en gran medida al comportamiento del soluto en el disolvente organico (tendencia a
la autoasociacion), se generaron sitios de impresion de diferente tamafio y energia de
enlace. Algunos de estos sitios presentaron una muy alta energia de enlace, lo que condujo
a una retencién practicamente irreversible de una fraccion importante de la ETU. En
consecuencia, no fue factible la aplicacion de este PIM en sistemas de extraccién en fase
solida con fines cuantitativos, pues el recobro del analito de interés durante la elucién seria
solo parcial. Sin embargo, el PIM desarrollado es capaz de retener y preconcentrar
cantidades importantes de ETU (>10 pg) a partir de disoluciones organicas (acetonitrilo)

muy diluidas, por lo que eventualmente podria ser utilizado como un sensor de la presencia
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de este metabolito en extractos de algunas matrices ambientales (suelos, sedimentos,

tejido bioldgico).

Adicionalmente, se logré sintetizar un nuevo material impreso con el fungicida tiabendazol
(molécula plantilla) mediante la técnica de polimerizacién por precipitacion, utilizando acido
metacrilico como monémero funcional, divinilbenceno como entrecruzante y una mezcla
acetonitrilo-tolueno 3:1 v/iv como pordgeno. La caracterizacion del proceso de retencion de
tres bencimidazoles en el material sintetizado, permiti6 obtener las correspondientes
constantes de afinidad y determinar la capacidad de adsorcién maxima para cada soluto.
Estos resultados pusieron de manifiesto que el polimero impreso con tiabendazol también
es capaz de reconocer, diferenciar y retener en su superficie a los pesticidas carbendazim
y benomil, cuya estructura es parecida a la de la molécula plantilla. Con base en las
excelentes propiedades mostradas por este polimero impreso, se desarrolld una
metodologia analitica simple, robusta y facilmente automatizable para la determinacién de
estos bencimidazoles a niveles de concentracion del orden de las partes por billon (ug L)
en muestras de agua. La metodologia se basa en el acoplamiento en linea del proceso de
extraccién en fase sdlida impresa molecularmente (EFSIM), con el proceso de separacion y
analisis por cromatografia de liquidos en fase reversa C1g con deteccién UV. La aplicacién
del método en linea EFSIM-CLAR-UV/DAD en el analisis de una muestra de agua de rio,
fortificada con los tres bencimidazoles a concentracion de 10 ug mL-, dio como resultado
un cromatograma extraordinariamente limpio, donde los analitos pudieron ser cuantificados

con alta confiabilidad.
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ANEXO 1

Anexo 1

Listado de ecuaciones estadisticas(!58)

Parametro

Media aritmética
(X es el estimador de la media
poblacional (p) obtenido a
partir de una muestra)

Varianza poblacional
(s? es el estimador de la
varianza poblacional (c2)
obtenido a partir de una

muestra)

Desviacion estandar
poblacional (s es el estimador
de la desviacién estandar
poblacional (o) obtenido a
partir de una muestra)

Coeficiente de variacion
porcentual, o desviacion
estandar relativa

Ecuacion

n
2%
Y: i=1

n

Q=

RSD% = CV % =100~
X

Componentes

X, representa cada una de las
medidas

n, es el numero de datos

X, representa cada una de las
medidas

n, es el numero de datos

X , es el estimador de la media
poblacional obtenido a partir de
una muestra

X;, representa a cada una de
las medidas
n, es el numero de datos
X , es el estimador de la media
poblacional obtenido a partir de
una muestra

s, es el estimador de la
desviacion estandar
poblacional obtenido a partir de
una muestra
X , es el estimador de la media
poblacional obtenido a partir de
una muestra
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ANEXO 1

Parametro

Distribucion muestral de la
media (Intervalo de confianza
sobre la media)

Anélisis de regresion lineal

Intervalo de confianza sobre
la ordenada

Intervalo de confianza sobre
la pendiente

Ecuacién

y=m*x+b

1 x?

=btt, s, .[—+—

d % "\n S,
1

g=mz=t, -, —
s

Componentes

n, es el numero de datos
experimentales,
Xy S, sonlamediay
desviacion estandar estimadas

y t" es la variable de la
%

distribucion t de student con un
riesgo ay n-1 grados de
libertad

m, es la constante llamada
pendiente.
b, es la constante llamada
ordenada al origen.

t% es el valor de la funcion t

de Student, con un riesgo a'y
n-2 grados de libertad.

Los parametros Sy, S,,, Sy, S. se calcularon de acuerdo con:

(29
(Z )

S = X2 -
=Y
L

(ZX)(Z (X92y)
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ANEXO 1

Parametro Ecuacion
. __(b-p)
Hipétesis sobre ordenada al exp 1 %
origen S, | =+ ——
n S,
Hipotesis nula H,y: b=10
Hipotesis alterna Hy: b=0
Parametro Ecuacion
o . _(m-p)
Hipétesis sobre pendiente oo = S Sy
e
Hipotesis nula Hy,: m=0
Hipdtesis alterna Hy: m> 0
Parametro Ecuacion

Valor e, — Valor nedido

Error relativo x 100%
Valor ea
Parametro Ecuacion
Limite de deteccion (LOD) LOD=yg + 3s3

Componentes

Estadistico de prueba t

Sl texp< ttablas se acepta Ho
Si texp™ travias S€ acepta Hi

Componentes

Estadistico de prueba t

Si texp< tiavias S€ acepta Ho
Si texp> tiavias S€ acepta Hi

Componentes

yg Sefial del blanco
sg Desviacion estandar del
blanco
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Abstract An analytical methodology based on an on-line
sample enrichment of water samples by means of an imprinted
polymer, and the separation of benzimidazole compounds
within a C;3 column by ion-pair reversed-phase liquid
chromatography, has been developed. The molecularly
imprinted polymer has been synthesized by precipitation
polymerization using thiabendazole as template molecule,
methacrylic acid as functional monomer, and divinylbenzene
as cross-linker. Initial experiments carried out by solid-phase
extraction on cartridges demonstrated a clear imprint effect
for thiabendazole, as well as the ability of the imprinted
polymer to selectively rebind several benzimidazole com-
pounds. The developed methodology has been applied to the
quantification of thiabendazole, carbendazim, and benomyl in
river, tap, and well water samples within a single analytical
run at concentration levels below the legislated maximum
concentration levels. In this sense, detection limits of 2.3—
5.7 ng'L™" have been obtained for the analysis of benzimid-
azole fungicides in different water matrices. Recoveries
obtained for the determination of benzimidazole fungicides
in spiked samples ranged from 87% to 95%, with RSD
below 5% in all cases.

Keywords Benzimidazole fungicides - Molecularly
imprinted polymers - On-line SPE - lon-pair HPLC -
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Introduction

Benzimidazole compounds are widely used both as anthel-
mintic drugs in the treatment and prevention of parasitic
infections and as fungicides to prevent crop spoilage.
Although many public benefits have been realized by the
use of benzimidazole compounds, their potential impact in
both the environment and public health cannot be disregarded.
Even if acute toxic effects of benzimidazole compounds are
scarce due to their high lethal dose 50 values, several toxic
effects have been associated to a chronic exposure to
benzimidazole compounds, such as teratogenicity, congenic
malformations, polyploidy, diarrhea, anemia, pulmonary
edemas, or necrotic lymphoadenopathy [1].

In order to control the amount of benzimidazole deriva-
tives that can be used under certain circumstances and the
maximum amounts that can be tolerated in drinking water or
food, legislation is under continuous revision by environ-
mental protection agencies worldwide, so that exposure to
benzimidazole compounds can be minimized as much as
possible. In this sense, the European Water Framework
Directive has established a maximum concentration level
(MCL) of 0.1 ug L™" for most benzimidazole compounds
present in natural waters and a total concentration of all
pesticides of 0.5 ug L' [2].

A large amount of effort has been invested in the past
few decades to develop and validate analytical methodol-
ogies able to quantify benzimidazole compounds and their
metabolites in water samples at concentration levels below
the legislated MCLs. An enrichment step of the water
samples is usually required in order to diminish the
detection limits of the analytical method and, thus, enable
the quantification of benzimidazole compounds at concen-
tration levels below the MCL. Additionally, as most detection
systems are nonselective, a clean-up of the samples prior to
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their analysis must usually be carried out in order to isolate
the analytes from matrix components that could otherwise
interfere in the analysis.

In recent years, solid-phase extraction has proven to be a
very valuable technique for the simultaneous enrichment and
clean-up of several samples. In this sense, the high break-
through volumes of materials such as C;g [3-5], polystyrene-
divinylbenzene [6], ethylvinylbenzene-divinylbenzene [7],
polystyrene [8], and active carbon [3] make them ideal for
the enrichment of water samples. A further increase in the
breakthrough volume can be achieved by the addition of
surfactancts as oligoethyleneglycol monoalkylether (Genapol
X-080) [9], polyoxyethylenelauryl esther [9], or sodium
dodecylsulfate [10]. Under these conditions, detection limits
as low as 4 ng L' can easily be achieved.

However, the lack of selectivity of these materials usually
leads to the coextraction of several matrix components that
can interfere in the analysis of benzimidazole compounds. A
set of clean-up procedures must then be applied in order to
isolate the benzimidazole compounds, considerably increas-
ing the analysis time [1].

In recent years, molecularly imprinted polymers have
successfully been applied as highly selective sorbents for
the determination of benzimidazole compounds in an
organic media [11-13]. However, coelution of the different
benzimidazole compounds has been described when using
these imprinted polymers as selective stationary phases [14].
By coupling the molecularly imprinted solid-phase extraction
(MISPE) procedure to a high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) system, enrichment, separation, and quantifi-
cation of benzimidazole fungicides could be carried out. This
approach has previously shown satisfactory results for the
separation of chlorophenols [15], fluoroquinolones [16], and
nitrophenolic acids [17].

Taking all these comments in mind, the main aim of the
present work was the development of an on-line MISPE—
HPLC procedure for the enrichment of the most common
benzimidazole fungicides [benomyl, carbendazim, and
thiabendazole (TBZ)] in tap, river, and well water samples
at concentration levels below the legislated MCLs.

Materials and methods
Reagents

Analytical-grade benzimidazole fungicides (benomyl, carben-
dazim, and TBZ) were purchased from Sigma-Aldrich (Fig. 1).
The corresponding stock standard solutions (0.5 g L") were
prepared in acetonitrile and stored at —18 °C. Purum
methacrylic acid (MAA, 98%) and 2,2'-azo-bis-isobutyronitrile
(AIBN, >98%) were purchased from Sigma-Aldrich. The
ion-pair-forming agent tetrabutylammonium bisulfate,

@ Springer

(NBut4)HSO,4, was purchased from Sigma-Aldrich. AIBN
was recrystallized in methanol prior to use. Technical-grade
divinylbenzene (DVB, 80%) was purchased from Sigma-
Aldrich and purified by filtration through alumina. All other
reagents were used as supplied without a further purification
step. HPLC-grade solvents (toluene, acetonitrile, methanol,
acetic acid, and trifluoroacetic acid) were purchased from
Scharlab.

Materials

The preparation of the polymers was performed by the
simultaneous heating and stirring of the polymerization
mixture on a hot magnetic plate stirrer (PSelecta) purchased
from Scharlab. All measurements were performed in an
HPLC system from Thermo Separation Products consisting
of a ConstaMetric 4100 Series high-pressure pump, a
SpectroMonitor 5000 photo diode-array detector, and a
Rheodyne 7010 injection valve.

Preparation of polymers

TBZ-imprinted polymers were prepared by adapting a
procedure previously developed by Turiel et al. [12]. In
this sense, TBZ as template molecule (0.17 mmol), MAA
as functional monomer (0.68 mmol), DVB as cross-linker
(3.40 mmol), and AIBN as initiator (0.25 mmol) were
dissolved in a mixture of acetonitrile and toluene [12.5 mL,
75/25 volume to volume (v/v)]. The solutions were

H
N
8

0
\
H CH,
N Nﬁ Carbendazim
1
N
Thiabendazole o) CHa

/

oyt

s

O \\\\
CHj

Benomyl

Fig. 1 Benzimidazole fungicides
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deoxygenated with oxygen-free argon for 10 min while
cooling on an ice bath. Polymerization was carried out by
heating at 60 °C for 24 h in a hot magnetic plate with a
controlled stirring of 300 rpm. The polymer particles were
separated from the reaction mixture by vacuum filtration on
a nylon membrane filter and were washed with 200 mL of a
methanol/acetic acid solution (50/50 v/v) to remove both the
template molecule and residual monomers. Nonimprinted
polymers were prepared in the same manner but without the
addition of the template molecule.

On-line enrichment of the water samples

Around 300 mg of MIP-TBZ was packed into a stainless
steel HPLC column (50%4.6 mm inner diameter). The
column was then placed in the loop of an injection valve
and connected to an HPLC system from Thermo Separation
Products (Fig. 2).

With the injection valve placed in the “load” position,
50 ml of standard solutions with concentrations ranging
from 0.01 to 3.0 pg L™ were loaded on the MIP column at
a flow rate of 2 ml min~'. The imprinted polymer was
subsequently washed with 6 ml of methanol and 5 ml of
MilliQ water at 1 ml min~'. Subsequently, the injection valve
was changed to the “inject” position, and benzimidazole

fungicides were eluted from the MIP column with 10 ml of
water containing 25 mM (NBut4)HSO,4 and 4% HAc (v/v)
(mobile phase A) at a flow rate of 1 ml min ', which
enabled the retention of benzimidazole compounds by the
C,g column. A similar procedure was applied for the enrich-
ment of river, tap, and well water samples.

Separation of benzimidazole compounds in the Cig
column was achieved by means of a gradient from mobile
phase A to an acetonitrile solution containing 25 mM
(NBut,)HSO4 and 4% HAc (v/v) (mobile phase B) in
11 min and an isocratic elution with mobile phase B for
9 min. Flow rate during the separation step was maintained
at 1 ml min~'. Benzimidazole fungicides were monitored at
240 and 305 nm and quantified by external calibration
using peak area measurements.

Results and discussion

Synthesis of the imprinted polymers

Precipitation polymerysation enables the preparation of
spherical polymer beads in a simple manner. The control

of the polymerization conditions has proven to be a very
valuable tool for the preparation of polymer beads of the

Fig. 2 Schematic figure of the
experimental setup

PUMP 1

WASTE

Elution
Gradient

PUMP 2

Sample load
Washing step

MmIP Cis
On-line sample clean-up and Separation of benzimidazole
enrichment fungicides
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desired particle size. In this sense, an adequate match
between the solubility parameters of the developing
polymer network and the polarity of the porogenic solvent
enables the preparation of polymer beads with permanent
pore structures and high average particle sizes.

According to classical fluid mechanics, a further increase
in particle size should be obtained by stirring the solution
during polymerization. In this sense, Navier—Stokes’ law
predicts that a direct relationship can be established
between the limit sedimentation speed (Vy;,,) and the size
of the sedimented particles. Taking into account that Vi,
values increase with increasing fluid speeds in a turbulent
regime, a direct corelationship should be expected between
the stirring speed and the mean diameter size of the
sedimented polymer particles.

Initially, the imprinted polymer was prepared by stirring
the solution at 30 rpm, as previously described by Turiel et
al. [12]. The obtained polymer particles were vacuum-dried
and sieved, and the different fractions were evaluated for
backpressure in the on-line MISPE-HPLC system. In order
to minimize such backpressure, polymer particles bigger
than 50 um should be used, and thus, the 50-100-um
fraction was selected for further studies.

However, when following this polymerization protocol,
a very low polymerization yield of the 50—100-pum fraction
was obtained, being the mean diameter of the polymer
particles below 5 um. In order to further increase the size of
the obtained particle beads, different imprinted polymers
were prepared with increasing stirring speeds (30—
450 rpm). As expected, an increase in the stirring speed
considerably increased the amount of bigger-sized polymer
particles. Thus, the highest yield (80%) of the desired
particle size was obtained when polymerization was
performed by stirring at 300 rpm.

Different TBZ-imprinted polymers were prepared by
precipitation polymerization of an acetonitrile—toluene
(75:25, v/v) solution containing TBZ (0.17 mmol), MAA
(0.68 mmol), DVB (3.40 mmol), and AIBN (0.25 mmol)
[12]. Previous experiments [14] had demonstrated the
importance of an adequate selection of the nature of the
cross-linker, as it has been proven to have a considerable
influence on the obtained breakthrough volume. In this
sense, both DVB and ethyleneglycol dimethacrylate were
used for the synthesis of different imprinted polymers. A
much higher breakthrough volume (500 mL) was obtained
for DVB-based MIPs.

Optimization of the MISPE procedure
Batch rebinding experiments demonstrated that the
imprinted polymer was able to selectively rebind benzimid-

azole compounds in an aqueous media. In this sense, both
acetonitrile and methanol were able to remove nonspecif-

@ Springer

ically bound compounds from the imprinted polymer.
According to these results, both methanol and acetonitrile
were evaluated for the selective removal of nonspecifically
bound compounds from an imprinted column on an on-line
solid-phase extraction (SPE) procedure. For this purpose,
about 300 mg of both the imprinted and nonimprinted
polymers were slurry packed into stainless steel HPLC
columns (50x4.6 mm) and connected to the ultraviolet
detector in order to monitor the elution of benzimidazole
compounds.

Two milliliters of an aqueous solution containing 1 mg L ™"
of TBZ was loaded on both the imprinted and nonimprinted
columns at a flow rate of 1 mL min ', and methanol and
acetonitrile were evaluated as mobile phases for the elution
of TBZ from both polymers. As expected, the performance
of the imprinted column greatly differed from that of the
corresponding NIP column in either case, with the imprinting
factor (calculated as the ratio between the retention factors of
TBZ on the imprinted and nonimprinted polymer columns)
being higher than 10 in both cases, thus confirming the
selective retention of benzimidazole compounds by the
imprinted column. However, even if the highest imprinting
factor was obtained by using acetonitrile as mobile phase, the
retention time in methanol was considerably shorter and,
thus, was selected for further experiments.

In order to confirm the complete removal of nonspecific
interactions from the imprinted column under these con-
ditions, and thus ensure an adequate sample clean-up to be
achieved, the retention of atrazine on both MIP and NIP
columns has been evaluated. This compound has a similar
polarity to that of TBZ but a completely different chemical
structure, and thus, it can only interact with the imprinted
polymer by means of nonspecific binding. For this purpose,
2 mL of an aqueous solution containing 1 mg L' of
atrazine and TBZ was loaded on both columns and eluted
with methanol. As can be observed from the chromato-
grams shown in Fig. 3, atrazine could only be separated
from TBZ by means of the imprinted column, thus
demonstrating the suitability of methanol as a mobile phase
for the selective recognition of TBZ in the imprinted
column. According to the obtained retention times for
atrazine and TBZ, a volume of 6 mL of methanol was
selected in order to remove interfering compounds from the
imprinted polymer without eluting TBZ.

It is generally known that molecularly imprinted poly-
mers are not only able to selectively rebind the template
molecule, but they can recognize structural analog com-
pounds as well. In this sense, the ability of the imprinted
column to rebind other benzimidazole fungicides common-
ly used such as benomyl or its major metabolite carbenda-
zim under the developed MISPE procedure has been
evaluated. In this sense, different standard solutions con-
taining 1 mg L' of benomyl and carbendazim were loaded
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Fig. 3 Chromatograms
obtained for the elution of
atrazine and TBZ from the
imprinted (a) and nonimprinted
(b) column using methanol as
mobile phase
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Atrazine B

Thiabendazole

0,02 § 2

onto the imprinted and nonimprinted columns. They were
subsequently eluted with methanol and monitored at
240 nm. Imprinting factors obtained for benomyl or
carbendazim are similar to those obtained for TBZ.

Results from these experiments are summarized in
Table 1. These results confirm that the imprinted column
was able to selectively rebind the evaluated benzimidazole
compounds, thus indicating that the imprinted polymer is
able to recognize the benzimidazole moiety, regardless of
its substituents.

Optimization of the on-line MISPE-HPLC procedure

The above experiments demonstrate the ability of the
imprinted column to selectively rebind different benzimid-
azole fungicides present in water samples. However, as they
coelute from the imprinted polymer, quantitation of the
amount of each benzimidazole compound requires their
separation. For this purpose, the imprinted column was

T — T T 1
6

Retention time, min

coupled to an HPLC system by placing it in the loop of an
injection valve, as schematized in Fig. 2. Thus, the MIP
column would ensure the selective enrichment of the
benzimidazole compounds present in water samples and,
after a washing step to remove matrix interferents, the eluted
analytes would be separated by means of a reversed-phase
chromatographic column and monitored at 240 and 305 nm.

However, the effective coupling of the MISPE procedure
with the chromatographic separation of benzimidazole
compounds is not a straightforward task, and thus, a thorough
optimization of the system is required in order to find a
mobile phase that enables both the quantitative elution of
benzimidazole compounds from the imprinted column and
their interaction with the reversed-phase chromatographic
column.

In this sense, even if the above experiments had demon-
strated the suitability of methanol-based mobile phases for
the quantitative elution of benzimidazole compounds from
the imprinted column, its high eluting strength impels the

Table 1 Kd values and imprinting factors obtained for the retention of different analytes by the imprinted and nonimprinted columns

Analyte Kd MIP Kd NIP Imprinting factor Retention time (MIP), min
Atrazine® 0.96 0.92 1.04 5.4

Benomyl* 10.39 0.98 10.6 10.7
Carbendazim® 10.46 0.96 10.9 10.9

TBZ* 10.16 0.95 10.7 10.8

TBZ® 39.70 3.22 123 53.2

# Methanol

® Acetonitrile
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Fig. 4 Chromatograms
obtained after the enrichment
of a mixture of benzimidazole
compounds. a Mobile phase
without (NBut,)HSO,4. b Mobile
phase with 25 mM (NButy)
HSOy; I carbendazim, 2 TBZ,
3 benomyl
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retention of benzimidazole fungicides by the C;g column,
and thus, they coelute in the void volume. On the contrary,
aqueous mobile phases are the most suitable in order to
assure the retention of benzimidazole compounds by the
chromatographic column, but they are not able to elute them
from the imprinted column.

As benzimidazole fungicides are much more soluble in
an acidic media, the effect that the addition of different
amounts of either phosphoric or acetic acid had on the
recoveries of benzimidazole compounds eluted from the
imprinted column has been evaluated. Of the different
mobile phases evaluated, those aqueous solutions contain-
ing at least 4% acetic acid (v/v) are able to quantitatively
elute benzimidazole compounds from the imprinted column
without hampering their interaction with the chromato-
graphic column.

Once benzimidazole compounds have been eluted from
the imprinted polymer in a mobile phase, which enables their

Fig. 5 Breakthrough volume of
the imprinted column

120
100
80
60
40 -

% Recovered

20

B

6 8 10 12 14 16
Retention time, min

retention by the chromatographic column, their separation
has been carried out by means of a gradient elution profile
increasing the acetonitrile content, as described elsewhere.
Thus, a linear gradient to a mobile phase consisting on an
acetonitrile—acetic acid (96:4, v/v) mixture in 11 min enables
the baseline separation of the different benzimidazole
fungicides. However, as can be observed by the chromato-
gram shown in Fig. 4a, extremely broad peaks are obtained
for benomyl and carbendazim residues under these condi-
tions. In order to increase the efficiency of the separation,
different ion-pair-forming agents (trifluoroacetic acid, hepta-
fluorobutyric acid, or tetrabutylammonium bisulfate) have
been added to the mobile phase. Among them, (NBut,)HSO,
provided the optimum results. In this sense, the addition of
25 mM (NButy)HSO, to the mobile phase considerably
increased both peak efficiencies and the sensibility (Fig. 4b).

Finally, it is important to stress that, in case a washing
step of the imprinted column is used for the removal of

0
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Fig. 6 Chromatograms A
obtained for the analysis of
benzimidazole compounds in
river (a), tap (b), and well (c)
water samples; / carbendazim,
2 TBZ, 3 benomyl. Black lines,
imprinted polymer; purple lines,
nonimprinted polymer
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matrix-interfering compounds, the remaining methanol
should be removed by pumping MilliQ water through the
system prior to the elution of benzimidazole compounds, as
it will otherwise impel their retention by the chromato-
graphic column. For this purpose, both the amount and flow
rate of water required for the complete removal of methanol
from the imprinted column had been evaluated. Results
from these experiments (data not shown) demonstrated that
pumping 5 mL of MilliQ water at a flow rate of 1 mL min ™"

10 15 20 25 30

Retention time, min

is able to completely remove methanol from the system
prior to the elution of benzimidazole compounds.

Method application
Benomyl residues are known to rapidly hydrolyze into
several compounds in both protic organic solvents and

aqueous media [18]. Taking into account that abiotic
hydrolysis degradation processes are hampered by low
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Table 2 Percent recovered and detection limits (ng L") obtained for
the determination of benzimidazole fungicides in water samples

Analyte River water Tap water Well water

% Rec DL % Rec DL % Rec DL
Benomyl 89 49 87 5.7 92 5.3
Carbendazim 89 2.6 91 2.5 95 2.5
TBZ 92 2.4 91 2.9 93 2.3

Spiking level: 0.1 ug L™'. Sample volume: 50 mL. RSD (n=5)<5%

temperatures, samples have been stored at —18 °C. Under
these conditions, benomyl is stable for about 24 h.

In order to ensure the absence of any washing effect that
would affect the recoveries obtained for the benzimidazole
fungicides, the breakthrough volume of the imprinted
column has been evaluated. For this purpose, increasing
volumes of aqueous solutions of benzimidazole fungicides
(containing a total amount of 1 pg) were loaded onto the
MIP column at a flow rate of 1 mL min~'. The retained
benzimidazole compounds were quantified by applying the
optimized on-line MISPE-HPLC procedure. As can be
observed from data shown in Fig. 5, a breakthrough volume
of 50 mL was obtained.

The developed on-line MISPE-HPLC procedure has
been applied to the quantification of benomyl, carbendazim,
and TBZ present in water samples by following the
experimental procedure in section Materials and methods.
Figure 6 shows the chromatograms obtained for the analysis
of 0.1 ug L' spiked river (A), tap (B), and well (C) water
samples, obtained after their enrichment by means of both
the imprinted and nonimprinted columns. As can be
observed from the chromatograms corresponding to the
enrichment of water samples on the nonimprinted polymer,
benzimidazole compounds coelute with several matrix
interferents during the washing step and, thus, cannot be
quantified. On the other hand, the high selectivity of the
imprinted polymer enables the separation of benzimidazole
fungicides from matrix components, which are subsequently
separated by means of the C;g chromatographic column.
The developed methodology enables the simultaneous
enrichment and clean-up of the water samples within a
single analytical run.

As can be observed from data in Table 2, the obtained
recoveries for the quantification of benomyl, carbendazim,
and TBZ in spiked river, tap, and well water samples range
from 87% to 95%. For the proposed MISPE-HPLC
method, the linearity between responses (peak area) and
concentration was found over the range 2.3-500 ng L™
with a linear regression coefficient (R%) of 0.9981.

Although very clean chromatograms had been obtained
for the determination of benzimidazole fungicides in spiked
water samples, matrix compounds could affect their

@ Springer

retention by the imprinted column. Accordingly, a compar-
ison of the calibration plots of standard solutions and those
obtained in the presence of the different water matrices has
been performed. Results from these experiments demonstrat-
ed the absence of a matrix effect for all the water matrices
evaluated. The high enrichment factors (about 1,300) allow
us to obtain detection limits of 2.3-5.7 ng-L™', which are
below the legislated MCLs in all cases.

Conclusions

An imprinted polymer has been synthesized using TBZ as
template molecule, MAA as functional monomer, and DVB
as cross-linker. This imprinted polymer has been used as
selective sorbent for the on-line SPE of benzimidazole
fungicides. The high selectivity and breakthrough volume
ofthe imprinted column enables the simultaneous enrichment
and clean-up of water samples. After the elution of
benzimidazole compounds from the imprinted column, their
separation is achieved by means of ion-pair reversed-phase
chromatography, using (NBut4)HSO, as an ion-pair-forming
agent, as this compound has been proven to considerably
increase the efficiency of the chromatographic separation.
The developed on-line MISPE-HPLC enrichment pro-
cedure has been successfully applied to the quantification
of benomyl, carbendazim, and TBZ in river, tap, and well
water samples. Coupling both the sample treatment and the
separation of benzimidazole compounds in a single step
considerably shortens analysis time from 6-8 h to about
1 h. The detection limits achievable by this methodology
(2.3-5.7 ng'L™") allow the determination of benzimidazole
fungicides at concentration levels below the legislated MCLs.
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