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INTRODUCCION

Los “contaminantes emergentes”, son aquellos contaminantes no
regulados, que por sus efectos nocivos en el medio ambiente como en la
salud son causa de preocupacién, por lo que deben ser controlados, un
ejemplo de estos contaminantes son los productos farmacéuticos, entre
los que se encuentra el diclofenaco. Este farmaco es considerado como
sustancia bioacumulable, es decir, que no es metabolizado
completamente y se acumula en el organismo o en el ecosistema

causando diversas alteraciones en el medio ambiente.

Este farmaco es ampliamente utilizado en la medicina humana vy
veterinaria, para aliviar dolor y como antiinflamatorio, por estos y otros
usos el diclofenaco es muy recetado e incluso su venta no requiere de
prescripcion médica, esto ha provocado un problema en el abuso del
diclofenaco, teniendo como consecuencias la acumulacion de grandes
cantidades de residuos de este en el medio ambiente, el ecosistema mas
afectado es el acuatico, en consecuencia los alimentos regados con aguas
contaminadas por el DFC pueden causar en los seres vivos enfermedades
e incluso la muerte, por estas consecuencias es importante eliminar los

residuos de diclofenaco en el medio ambiente.

El trabajo de investigacién de la presente tesis se basa en un método
simple, rapido y selectivo para la separacién del diclofenaco, mediante
polimeros de impronta molecular. Este método consiste en sintetizar
polimeros con alta afinidad por el diclofenaco, para ello se hacen
polimeros improntados (MIP) y no improntados (NIP) de tipo no covalente

y de coordinacion.

Todos los polimeros se prepararon por polimerizacion por radicales libres,
el MIP de tipo covalente se preparé usando DFC como molécula horma,
dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA) como entrecruzador, acido
metacrilico (AMC) como mondmero funcional y 2,2'-Azobisisobutironitrilo
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(AIBN) como iniciador de radicales libres, las interacciones de asociacién
fueron no covalentes, el MIP de coordinacién se prepara mediante: un
centro metalico utilizando trifluorometanosulfonato de zinc (Zn(0Tf)2), 4-
vinilpiridina (4-Vy) como mondmero funcional, EGDMA como
entrecruzador, DFC el cual se utiliza como molécula horma y AIBN como
iniciador de radicales libres. Los NIPs se sintetizaron sin DFC y de forma
analoga a los MIPs y la sintesis de polimeros no improntados es necesaria
para poder comparar la efectividad de la afinidad de los polimeros
improntados por el diclofenaco, la que se analizd6 mediante isotermas

usando espectroscopia UV-Vis.



ANTECEDENETES

Diclofenaco

La sal sddica de diclofenaco es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo,
AINE por sus siglas en inglés, (figura 1), actia como un inhibidor
competitivo e irreversible de la prostaglandina sintetasa.! Sus actividades
analgésicas y antiinflamatorias se basan en la prevencion de la sintesis
de metabolitos del araquidonato mediante la inhibicion de Ia
ciclooxigenasa, (COX-1 y COX-2). Se sabe que impide la conversién del
acido araquidénico en prostaglandinas, que median el proceso
inflamatorio. El diclofenaco sédico también funciona como un eliminador

de radicales libres 2

Los principales metabolitos son el 4'-hidroxidiclofenaco y el 5'-

hidroxidiclofenaco.3

O

Cl ONa

ZL

Cl

Figura 1. Estructura del diclofenaco sddico.

e Sinénimos: Sal sédica de diclofenaco, Sal de sodio del acido 2 -
[(2,6 - diclorofenil) amino] bencenoacético.!:?
e Formula empirica: C14H10CI2NNaO2.1

e Masa molecular: 318.13 g/mol. !



Usos del diclofenaco

El DFC es un analgésico que se utiliza para el tratamiento de la artritis
reumatoide, osteoartritis y lesiones deportivas,*> ademas en algunos
paises se utiliza como medicina veterinaria, aprobado para uso en vacas,
cerdos y caballos, sin embargo es utilizando ilegalmente con dichos fines,®
los usos irresponsables de este farmaco conllevan al amento de la

contaminacion del medio ambiente.

Contaminacion por diclofenaco.
Productos quimicos antropogénicos

Los productos quimicos presentes en los mantos acuaticos abarcan un
amplio espectro de productos quimicos antropogénicos, es decir, aquellos
sintetizados o indirectamente producidos por la actividad humana que
tienen el potencial para causar efectos amenazadores para el ambiente
como para todo ser vivo.” Estos contaminantes se han dispersado
ampliamente en el ambiente y estan “emergiendo” en las aguas

superficiales y subterraneas.?

Contaminantes emergentes

Corresponden en la mayoria de los casos a contaminantes no regulados
que pueden ser candidatos a regulacion futura, dependiendo de los
resultados de las investigaciones sobre sus efectos potenciales en la salud
y los datos de monitoreo con respecto a su incidencia. Los compuestos
que han emergido recientemente son los surfactantes, productos
farmacéuticos, productos para el cuidado personal, aditivos de las
gasolinas, retardantes de fuego, antisépticos, aditivos industriales,
esteroides, hormonas y productos para la desinfeccion del agua.® Es
importante remarcar que estos compuestos se encuentran en bajas
concentraciones, generalmente en partes por millén, estos contaminantes

siguen sin estar regulados o reglamentados por la mayoria de los paises.?

Introduccion del diclofenaco al ecosistema acuatico y terrestre
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El agua de alcantarillados es el principal punto de entrada del DFC a los
ambientes acuaticos (se ha encontrado una concentracién media de 21 +
722 ng L1)10 debido a que el farmaco es administrado, metabolizado vy
excretado, ya sea en hogares u hospitales, también llega por la mala
eliminacion del medicamento no utilizado. Cuando las aguas residuales se
someten al tratamiento, los farmacos activos como el diclofenaco
dificilmente son eliminados, estas aguas tratadas son usadas para riego
en pastizales o tierras de cultivo!l. Este ciclo se puede observar con mas
detalle en la figura 2. Esto sucede para todos los farmacos como para
alimentos procesados, asi como cosméticos, repelentes, entre otros, por
lo que es de suma importancia tenerlo encuenta para ser conscientes de

la problematica y atacarla.

Drenaje doméstico

Puntos no domésticos

i i Tanque septico
Industrias, Hospitales _._H\

Contaminacion difusa

Agua potable Drenaje Descarga
| di
= irecta
Flanta a" .
potabilizadora Flanta de tratamierto de| ;
de agua aguas residuales

Acuacultura Ganaderia

Filtraciones Efluente

=

Agua -
superficial < hiosélidos

]

Deshordes Propagacicn

Aguas

subterraneas

Filtraciones

Figura 2. Ciclo de consumo de farmacos'?.

Un estudio tuvo como objetivo la evaluacion de riesgo ambiental a causa
de los AINEs (diclofenaco e ibuprofeno), donde se evalua el consumo de
estos farmacos por la poblacién, asi como los desechos del DFC en las

aguas, se encontrd que el cuerpo humano elimina a través de la orina el
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65% de diclofenaco. Concluyeron que las cantidades liberadas al medio

acuatico sin duda han aumentado, debido al aumento de la poblacién.!!

Efectos nocivos del diclofenaco

Los animales han presentado toxicidad aguda y sobre todo crénica por
efecto del DFC, como dafios en los tejidos de las branquias, dafos

hepaticos y renales.13:14

En el sudeste asiatico se ha encontrado que algunas poblaciones de aves
estan disminuyendo a causa del consumo indirecto de medicamentos. En
especifico, se ha documentado el envenenamiento de algunas especies de
buitres por diclofenaco, utilizado por los veterinarios para el tratamiento
de inflamacion, dolor y fiebre en ganado doméstico. EI DFC puede
bioacumularse induciendo toxicidad a lo largo de las cadenas troficas. Se
observd que su uso veterinario en ganado provocé un devastador declive
en varias poblaciones de buitres del subcontinente asiatico!>. Los buitres
ingieren accidentalmente diclofenaco cuando se alimentan de los
cadaveres del ganado que ha sido tratado con dicho antiinflamatorio poco

antes de su muerte.1®

En Espafa un estudio ha identificado la presencia de 20 medicamentos en
las agua del rio Ebro, algunos de ellos son antibioticos, antidepresivos,
analgésicos y antiinflamatorios, en los que destaca el DFC, que ha tenido
como consecuencia dafos hepaticos y renales en los peces,
principalmente las truchas, que al exponerlas 21 dias generaron necrosis

tubular en el rindn.1”

En Alemania cientificos del centro Helmholtz, en Leipzig han vinculado
bajas concentraciones de diclofenaco con el desarrollo de una respuesta
inflamatoria en células sanguineas, lo cual puede afectar negativamente

a las mas diversas enfermedades cardiacas, infecciones, artritis, entre
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otras. Por su parte la bidloga Sandra Steingraber, del New York Ithaca
College, apunta que debe considerarse no sélo la dosis sino el momento
en el que uno se ve expuesto, asi como el efecto conjunto del “céctel” de

sustancias que afectan al mismo tiempo.l’

Se ha realizado un estudio sobre la toxicidad aguda y crdonica del
diclofenaco empleando biomarcadores para las esporas de helecho
(Polystichum setiferum) y embriones de pez cebra (Danio rerio)
concluyeron que los efectos agudos no se presentan en concentraciones
inferiores a 3 ug/l, no obstante a mayores concentraciones se observa
una disminucidén progresiva de la actividad mitocondrial y cantidad de

ADN que indica el efecto letal por el diclofenaco??.

Se estudié también el efecto del DFC en la supervivencia y la eclosion en
embriones de pez cebra y como afecta en su desarrollo. Se observd que
el aumento del DFC en los ecosistemas acuaticos afecta a las etapas
tempranas de la vida del pez cebra, ademas observaron que a
concentraciones mayores a 100 mg/L de diclofenaco caus6 la mortalidad

del 100% de los embriones.1®

Otro estudio realizado a partir de una planta modelo Lemna minor (lenteja
de agua) demostré que el DFC puede provocar riesgos ecoldgicos, debido
a que provocd cambios en la planta de tipo bioquimicos e histoquimicos,
disminucion en la actividad fotosintética, de la oxidorreductasa y
deshidrogenasa, el aumento en el apagado no fotoquimico, la cantidad de
especies reactivas de nitrégeno y oxigeno en las raices; el aumento de la
peroxidacion lipidica y alteracion de la integridad de la membrana.
Concluyeron que el DFC afecta a plantas como son Lupinus luteus, Pisum
sativum y Lens esculenta, reduciendo el crecimiento de estas, asi como

el cambio en la actividad enzimatica.20.13
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Tratamientos de agua potable
Tratamientos fisicoquimicos

Un estudio realizado a nivel laboratorio para la eliminacion de
contaminantes emergentes se utilizaron diferentes tratamientos como
procesos de coagulacion, flotacién, cloracién y obtuvieron un buen
resultado con carbdn activado granular y oxidacidon por ozono y cloracion,
sin embargo la coagulacién resulté ineficiente para la eliminacién de DFC,

carba, ibuprofeno, azepina y ketoprofeno.®

Procesos biologicos

Entre estos procesos se encuentran los sistemas con lodos activados o
filtros bioldgicos, que pueden convertir diversos compuestos organicos en
biomasa que posteriormente por medio de clasificadores pueden ser
separados. En un agua residual de una planta tratadora en Suiza se
encontraron compuestos con DFC, naproxeno y carbamazepina, con una

eficiencia de remocion de un 69, 45 y 7% respectivamente.®

Procesos de oxidacion

Se utilizan procesos de oxidacién avanzados (POA) como ozono con
peroxido de hidrégeno (Os3/H202) para tratar ibuprofeno y diclofenaco,
donde se logro la eliminacion del 80% de estos compuestos, sin embargo,
para obtener estos resultados de eliminacién de los contaminantes el

proceso tarda un periodo de 120 dias.?!

Otro método utilizado para la adsorcién de contaminantes emergentes es
la ultrafiltracion de membrana, adsorcién de carbdn activado e irradiacién
de ultrasonido el cual se caracteriza por emplear irradiacion de
ultrasonidos y se intercala con un proceso de carbdn activo como técnica
de adsorcién para la eliminacion de diclofenaco vy la filtracidon a través de
una membrana. Las membranas poseen un tamafio de poro uniforme o
cutt off (corte), equivalente al peso molecular de una molécula patréon de
la cual se obtiene una retencion de mas del 95%, sin embargo este

14



método tiene la desventaja inevitable de ensuciar el agua al ser aplicado.
Los procesos de carbdén activado se han considerado eficaces para
eliminar el traza de contaminantes organicos, pero las columnas de
adsorcidon pueden ser costosas y los contactores de lotes requieren un

paso de separacion adicional.??

Cabe destacar que estas metodologias son costosas y su metodologia no

es facil.

A pesar de que el diclofenaco se encuentra en muy bajas concentraciones
sus efectos son significativos, por lo que es necesario implementar
adecuados disenos de tratamientos de aguas para su eficiente remocion,
a pesar de los diversos tratamientos que ya se usan, este trabajo propone
usar polimeros de impronta molecular para la remocién del DFC, los

cuales seran mas eficiente ademas de ser una técnica mas econdémica.

Impronta molecular

Historia

A principios de los anos treinta el quimico soviético M.V. Polykov,
introdujo la técnica de impronta molecular, Polykov al preparar un gel de
silice en presencia de un disolvente, observo que la silice resultante
mostraba una capacidad de enlace preferente por el disolvente, este
mecanismo fue revisado por la comunidad cientifica, debido a que era la
primera vez que experimentos de este tipo iban acompafiados de
explicaciones de esta naturaleza, este mecanismo paso desapercibido por

la comunidad cientifica.23

Se considera que la silice de Dickey es el primer material de impronta
molecular, por sus estudios en 1949, en la universidad de CALTECH, Frank
Dickey, alumno de Linus Pauling, observd que al remover el patrén de
colorante, la silice absorbia preferentemente ese colorante con respecto
a otros, se involucrd en la interaccién entre matrices de silice y diversos

colorantes, este experimento produjo una importancia mayor sobre la
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silice que en el experimento de Polykov, ya que la plantilla se introduce
después de formar la silice. Por eso la metodologia utilizada por Dickey

es semejante a la que se utiliza actualmente.24 23

La impronta basada en silice continud hasta finales de los afos sesenta y
el nUmero de publicaciones, mayormente dedicadas a cromatografia, era
bastante bajo, sobre todo debido a las limitaciones en cuanto a estabilidad

y reproducibilidad de los materiales de impronta en silice.?>

A principios de los setenta se dejé de utilizar silice para usar polimeros
organicos por ser mas eficientes y selectivos. Los primeros polimeros de
impronta molecular fueron reportados por Wulf, Shea y Mosbach y a partir
de entonces la investigacién relacionada con la impronta molecular crecio

significativamente.26

Teoria de la impronta molecular

Las enzimas son sistemas y modelos cataliticos capaces de reconocer
moléculas, siguiendo este mecanismo, en 1894 el quimico aleman Emil
Fisher planted una analogia entre el funcionamiento de una enzima vy el
modelo de la llave y el cerrojo (Figura 3), Al igual que en muchas otras
disciplinas, en la quimica se buscado replicar lo que ocurre en la

naturaleza, naciendo asi los polimeros de impronta molecular.

Los MIPs funcionan de una forma analoga al modelo de la llave y el
cerrojo, ya que se busca realizar un polimero con huecos especificos a

una cierta molécula.25:26

16



Se tiene una mezcla entre la llave y bloques

de construccion.

La molécula llave y los bloques de

jD construccion se asocian firme o libremente
entre si.
am
(e -
\5 El complejo formado entre la llave y los
bloques de construccién son

posteriormente "pegados" para fijar las

« \/ > posiciones del bloque de construccion

[ ¢ A
\\ P ‘W\_D) alrededor de la llave.

Figura 3. Modelo de la llave y el cerrojo de Emil Fisher.

La impronta molecular es una técnica que permite tener un material sélido
gue tiene huecos especificos tanto en geometria como en interacciones
para un sustrato en particular (figura 4). Para obtener estos polimeros se
prepara una matriz selectiva a una sustancia sustrato, estas sustancias
sustratos pueden ser casi cualquier molécula como aminoacidos,
esteroides, iones metalicos o moléculas mucho mayores como

polipéptidos o proteinas, incluso podrian ser células o virus.?”
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Preorganizacion
‘g9 —
Mondémeros
Molécula “horma” funclonales Entrecruzador
o0 molde
-
' +a a
Polimero vacio Polimero con “horma”

Figura 4. Esquema general de sintesis de polimeros de impronta molecular.

Brevemente, el mondmero funcional permite, en presencia de un
entrecruzador la formacion de un complejo con la molécula horma. Luego,
el complejo se polimeriza para estabilizar la posicion de los grupos
funcionales. Después se elimina la molécula horma, dejando libres los
sitios de uniébn que son complementarios en tamafio, forma vy
funcionalidad quimica a la molécula horma. El polimero molecularmente
impreso resultante (MIP, por sus siglas en ingles) es capaz de unirse de
manera reversible con la molécula horma debido a las interacciones
intermoleculares como enlaces de hidrogeno, dipolo-dipolo e
interacciones idnicas entre la molécula horma y los grupos funcionales
presentes en la matriz polimérica impulsan los fendmenos de

reconocimiento molecular.2>:28:23
Polimeros no improntados

Los polimeros no improntados por sus siglas en inglés (NIP) se sintetizan

en ausencia de la molécula horma, son importantes en la técnica de
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impronta molecular ya que permiten compara y analizar la eficiencia de

adsorcién que tiene el MIP por la molécula horma.2®

Factores que intervienen en la sintesis del polimero de la
impronta molecular

Monomero funcional

El proceso de auto ensamblaje se rige por interacciones atractivas entre
el mondmero y la molécula horma, por lo que la eleccién del mondmero
es importante para lograr una buena impronta. En general se elige al
monomero que complemente a los grupos que existen en la molécula
horma, es decir, si la molécula horma tiene grupos acido carboxilico o
acido sulfénico, se selecciona un mondmero que contenga un grupo
amina, para formar fuertes interacciones idnicas con la molécula horma.
Por el contrario, los grupos basicos en la molécula horma pueden formar
fuertes interacciones idnicas con un mondémero acido funcional.2® En la

figura 5 se muestran algunos mondémeros funcionales.

o
i/
o X,
o o / CH, HN
HaC //_<s CH,
cH, HO H,C o
Acido Acido 4-vinilbenzoico Acido acrilamido-(2-metil)-

propanosulféonico

AN AN
)
- .

N

4-vinilpiridin 1-vinilimida 4-vinilbenzamid

Figura 5. Estructuras de algunos mondmeros funcionales que se utilizan en

impronta molecular.
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Entrecruzador

El entrecruzador es importante para la estabilidad fisica y quimica de los
MIP ademas permite hacer el enlace entre una cadena polimérica y otra,
estos enlaces pueden ser covalentes o idnicos. Los compuestos
normalmente contienen grupos vinilo para promover la polimerizacién de
los mondmeros funcionales. Algunos ejemplos de entrecruzadores mas

comunes se muestran en la figura 6.28

CH
= 2
] CH,
H,C @]
) CH, 0
Hch

Divinilbenceno Dimetilacrilato de etilenglicol

O O (@) I\ @]
X ~ = JLN NJ&
NN N o) NN,
H H
MN,N “-metilen-bisacrilamida Bisacriloilpiperazina

Figura 6. Estructuras de entrecruzadores usados en la impronta molecular.

Iniciador

Un iniciador es un compuesto que a cierta temperatura o expuesto a
radiacidon electromagnética de cierta longitud de onda es capaz de formar
radicales libres que inicien la polimerizacion. El iniciador mas comun es el
azoisobutironitrilo (AIBN) que se descompone facilmente en una molécula
de nitrégeno gas y dos radical 2-cianopropil, como se muestra en la figura
7_25
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Figura 7. Reaccion de formacion de radicales libres a partir de AIBN

Disolvente

La elecciéon del disolvente, es fundamental para lograr una buena
impronta y buenos resultados de isotermas. Se utilizan disolventes
organicos aproticos que tengan baja polaridad para evitar que interfieran
con las interacciones idnicas y las fuerzas de van der Waals que ocurren
entre el mondmero funcional y la molécula horma. Si el disolvente es
capaz de interaccionar fuertemente con la molécula horma, se puede
destruir el complejo preorganizado entre la horma y los mondmeros
funcionales, dando como resultado un material con mala capacidad de
reconocimiento molecular. Sin embargo, la eleccion del disolvente
adecuado suele realizarse tras varias pruebas, como de solubilidad, ya
que es necesario ajustar las condiciones segun la molécula horma vy el
mondmero, es muy importante que se tenga una fase homogénea para

gue se pueda llevar a cabo la impronta.2>:26
Método de impronta molecular por radicales libres

Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas que contienen un electrén
desapareado. Debido a la presencia del electrén desapareado, los
radicales libres tienden a ser extremadamente reactivos. En 1934, Rice y

Herzfel propusieron el mecanismo de descomposicién, como sigue:

Iniciacion CoHe —KL—» 2CH3e
Propagacion CHze+ CyHe k2 [ CH4+ CyHse

CoHse—&k—» CoHs + He
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He+ CoHe —*¢___, CoHse+ H>
Terminacion He + CoHse —k5s—» CsHe

La primera etapa elemental en el mecanismo implica la creacién de dos
radicales, en la etapa de iniciacion, los radicales se producen a partir de
especies precursoras. Las tres siguientes etapas del mecanismo se
denominan etapas de propagacion, en las que un radical reacciona con
otra especie para producir un radical y productos no radicales, y los
productos radicales participan en las reacciones subsecuentes. La etapa
final de mecanismo es una etapa de terminacion en la que dos radicales

se recombinan para producir un producto no radical.3°

Polimerizacion por radicales libres

En este proceso, se activa un mondmero a través de la reaccion con un
radical iniciador, creando un radical monomero. El radical mondmero
reacciona con otro mondmero para crear un radical dimero. Entonces el
radical dimero reacciona con otro mondmero y el proceso continla,

resultando la formacién de una cadena de polimero.3°

Es importante mencionar que la polimerizacidn se lleva a cabo en
presencia de un entrecruzador y la molécula horma quedando

“encapsulada” dentro de la red polimérica al final del proceso.3!

Interacciones covalentes y no covalentes presentes en polimeros
de impronta molecular
Existen fundamentalmente dos tipos de impronta molecular, la impronta

con interacciones no covalentes y con interacciones covalentes.

En la impronta molecular de tipo no covalente se presentan interacciones
como las fuerzas de van der Waals (fuerzas dipolo-dipolo, dipolo-dipolo
inducido, fuerzas de dispersion), puentes de hidrégeno, que es un tipo de
interaccion dipolo-dipolo, interacciones idnicas y fuerzas hidrofébicas.

Estas interacciones son débiles comparadas con las interacciones
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covalentes, sin embargo, cuando muchas interacciones débiles ocurren al
mismo tiempo conducen a una fuerte unidn entre dos entidades, un
ejemplo de ello es el par biotina-avidina donde la fuerte union entre estas

corresponde a 90 kJ/mol.26

En la impronta no covalente, la interaccidén favorable entre el mondmero
funcional y la molécula horma se ve limitada por la baja constante de
asociacion entre la molécula horma y los mondomeros funcionales,
normalmente compensada por un exceso estequiométrico del monémero
con respecto a la molécula horma. El problema radica en que a pesar de
tener algunos huecos suficientemente especificos, hay muchos huecos no

especificos, haciendo a estos polimeros menos eficientes.?®

Las interacciones covalentes, por su parte permiten que, durante la
polimerizacion, el enlace entre la molécula horma y el monémero sea muy

estable, lo cual es una ventaja con respecto a los polimeros no covalentes.

Los enlaces de coordinacion son un tipo de enlace covalente (un enlace
en el que dos electrones se comparten por dos atomo), en los cuales el
ligante dona pares de electrones al metal, lo que resulta en una fuerza de

enlace alta entre el monédmero y la molécula horma.

Los polimeros de coordinacion son utilizados principalmente para analizar
muestras bioldgicas, como materiales de separacidn, sensores,

anticuerpos, receptores y como modelos de enzimas entre otras.32

Polimeros de impronta molecular con centro metalico

El uso de metales de transicién en la preparacién de polimeros de
impronta molecular aumenta considerablemente la eficiencia de adsorcién
del polimero resultante. En general, el enlace de coordinacidn muestra
energias de enlace superiores a las interacciones intermoleculares no
enlazantes, lo que aumenta la constante de estabilidad MIP-sustrato. En
general, es rapido el proceso de sustitucién de ligantes, en particular, con
iones M2+, esto hace sitios eficientes en reconocimiento molecular.
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El uso de centros metalicos en impronta molecular permite que los sitios
de reconocimiento y la catalisis sean mas selectivos, ya que permiten un

mejor control sobre el arreglo especifico de los hueco.?>:33

Los compuestos de coordinacién con zinc se utilizan en la impronta
molecular adoptan geometrias octaédricas y/o tetraédricas, pero se han
observado y registrado casos en los que presenta una geometria cuadrada
o pentacoordinada. Los compuestos de coordinacién con zinc pueden
adoptar diversas geometrias distorsionadas sin que la energia cambie
mucho,34 los compuestos de coordinacidon con zinc se han convertido en
objetivo central de muchas investigaciones referentes a quimica de
materiales, catalisis, medicina, biologia y en el desarrollo de polimeros de

impronta.3>:36

El Zn2* es diamagnético por ser un ion d'°, es decir, no tiene electrones
desapareados, cualquier cambio de configuracién de espin es muy poco
probable, por consiguiente, es menos probable que interfiera en la
reaccion de polimerizacion por radicales libres, a diferencia de los iones
paramagnéticos que pueden reaccionar facilmente con los radicales libres

modificando el proceso de polimerizacion.3’

Ademas el zinc (II) es un centro metalico considerado como acido duro y
es ideal para la coordinacion con donadores N y O. Se ha estudiado que
los ligantes piridinil (bases de Lewis) forman compuestos
tetracoordinados y hexacoordinados aunque es mas comun encontrar
compuestos tetraédricos, se ha demostrado que la estabilidad de estos
compuestos aumenta linealmente conforme aumenta la basicidad del
derivado de piridina. La formacién de complejos con zinc (II) es mas
favorable si se lleva a cabo en disolventes poco polares debido a que la

solvatacion del id6n metalico es menor.38

Caracteristicas a tomar en cuenta a la hora de generar un sitio con

centro metalico en polimeros de impronta molecular:
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a) Compatibilidad con las condiciones de polimerizacion: si la
polimerizacion se lleva a cabo por radicales libres, el metal no debe

inhibir o participar en los pasos de iniciacién o propagacion.

b) El centro metdlico debe tener una esfera de coordinacion bien
definida. Los metales de transicion con geometrias variadas pueden
resultar en arreglos poco definidos de los grupos funcionales en la

horma.

c) El enlace entre el metal y la molécula horma debe ser estable en
las condiciones de polimerizacion y al mismo tiempo
suficientemente |abil como para que se pueda remover la molécula

horma y dejar el hueco libre.2¢
Polimeros de impronta molecular covalentes y no covalentes

Los polimeros de impronta molecular (MIP) han sido ampliamente
investigados en las Ultimas décadas, debido a su diversas aplicaciones en
diferentes areas, existiendo aproximadamente 7,012 publicaciones al
respecto,3® la mayoria de las publicaciones se enfocan en su uso como
captador de moléculas contaminantes y en la extraccién de otros
moléculas para su analisis.*® Sin embargo, existen pocos estudios de
polimeros improntados con centro metalico. A continuacion, se presentan,
brevemente, algunos estudios relacionados con los polimeros de impronta

molecular con y sin centro metalico.

El trabajo realizado por Madikizela, Lawrence Mzukisi y Chimuka Luke,*!
es un ejemplo de polimero no covalentes sin centro metalico donde se
investigd la eliminacion selectiva de productos farmacéuticos acidos del
medio acuoso, donde el propdsito del trabajo fue utilizar un polimero con
multiples moléculas horma, para la extraccidon del naproxeno, ibuprofeno
y diclofenaco. Para sintetizar este polimero se usdé el método de
polimerizacidon en masa. Los resultados demostraron que el MIP tiene un
potencial para eliminar el naproxeno, ibuprofeno y diclofenaco de las
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aguas residuales, plantas de tratamiento de agua y rio, ademas el MIP

presentd mayor selectividad por el diclofenaco.

Una desventaja que tiene la polimerizacion en masa es que el producto
obtenido es un monolito de polimero sélido, que necesita procesamiento
adicional, es decir, trituracién y tamizado a un tamafio de particula
apropiado, ya que las particulas resultantes son irregulares en tamafio y
forma, y es una desventaja en muchas aplicaciones. Ademas el método

de polimerizaciéon es bastante lento y laborioso.42

El siguiente trabajo hecho por Recillas Mota, J. J., Bernad Bernad M. J.,
Mayoral-Murillo J. A. y Gracia Mora 1.3, ha estudiado polimeros de
impronta molecular de tipo covalente con zinc como centro metalico,
donde se sintetizé un complejo metalico de ligando mixto, como molécula
horma, con el fin de generar sitios de reconocimiento mejorados en el
polimero. EI MIP con y sin el centro de metal en los sitios de
reconocimiento y NIP han sido preparados y caracterizados mediante
estudios de RMN, analisis elemental, IR. Obtuvieron como resultados dos
sitios de union diferentes en los polimeros impresos, mientras que para
el NIP solo reveld un tipo de sitio de union. Ademas los resultados
muestran que los MIP tienen una afinidad mas alta por la enrofloxacina
que los NIP, y que los polimeros de coordinacidén o covalentes muestran
mayor interaccién y mayor nimero de sitios que los de tipo no covalente,
concluyeron también que esta afinidad es proporcionada por el centro
metadlico ya que generan un mejor reconocimiento de sitios en el polimero

de impronta molecular.

Longo L., Scorrano S. y Vasapollo G.,% prepararon polimeros altamente
selectivos de impronta molecular con centro de reconocimiento basado en
ftalocianina como receptores para el nucledsido de ARN. Se sintetizé una
ftalocianina de zinc sustituida con grupos metacrilicos que se utilizd como

mondmero funcional en combinacion con acido metacrilico (AMC), con el
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objetivo de obtener MIPs que tuvieran capacidad de unién y selectividad
mejorada para nucledsidos, se us6 como molécula horma Tri-O-
acetiladenosina (TOAA) en la preparacion de los MIPs. Obtuvieron como
resultados, que el MIP preparado utilizando tanto la ftalocianina de zinc
como el AMC mostré una mayor capacidad de unién frente a TOAA en
comparacion con los MIP preparados usando solo AMC, o su combinacion
con la ftalocianina no metalizada. Los resultados sugieren que el
nucledsido esta especificamente unido al polimero a causa tanto de la
coordinaciéon del nucledsido con el metal de la ftalocianina como por los
de enlace de hidrégeno y las interacciones electrostaticas con AMC. En
cuanto a la selectividad, los MIP exhibieron afinidades de union
relativamente altas para TOAA mientras que no mostraron ninguna
capacidad de uniébn para los otros nucleésidos de ARN
Este estudio muestra la posibilidad de obtener MIPs con afinidad y
selectividad mejoradas hacia los nucleésidos de ARN usando una
combinacion de AMC y una ftalocianina de zinc sustituida periféricamente

con grupos metacrilicos como mondmeros funcionales.

Czulak J., Jakubiak-Marcinkowska A. y Trochimczuk A.,%2” presentan la
preparacion y propiedades de los polimeros de impronta molecular con
centros cataliticos que imitan los sitios activos de las metaloenzimas. La
sintesis de MIP se basé en la polimerizacidon en suspension de mondmeros
funcionales (4-vinilpiridina y acrilonitrilo) con trimetacrilato de
trimetilolpropano como entrecruzador en presencia de iones de metal de
transicidén y alcohol 4-metoxibencilico como molécula horma. Se eligieron
cuatro iones metalicos para imprimir entre los microelementos que son
los mas comunes en las enzimas nativas: Cu?*, Co%*, Mn2* y Zn?*. Los
catalizadores improntados se utilizaron con éxito para la oxidacion de la
hidroquinona en presencia de perdoxido de hidrogeno. Obtuvieron como
resultado que el Cu?* MIP mostrd la mayor eficiencia. En el caso de los

catalizadores de Cobre y Co-MIP, su actividad se incrementd
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adicionalmente mediante el uso de la técnica de impronta molecular
superficial. Los catalizadores preparados utilizando polimeros de impronta
molecular con los iones Cu (II) exhibieron la actividad mas alta en Hz0,

para la oxidacion en comparacién con los catalizadores con otros iones.

Otro trabajo relacionado fue realizado por Pebdani A. A., Shabani A. M.
H. y Dadfarnia S.%>, en el que se desarrollaron polimeros magnéticos de
impronta molecular selectivo para la separacion, preconcentracién y
determinacion de DFC en diversas matrices, basado en la combinacién de
extraccion del DFC y analisis a través de un espectrofotometro de fibra
Optica lineal. Los MIP se prepararon mediante polimerizacion por
precipitacion, utilizando como componentes magnéticos nanoparticulas
de Fes304 revestidas con SiO2, DFC como molécula horma, 4-vinilpiridina
(4-VP) como monodmero funcional y dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA)
como entrecruzador. Los MIP sintetizados se caracterizaron por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) vy
microscopia electrénica de barrido (SEM). Se optimizaron los principales
parametros que afectaron las recuperaciones de extraccién, incluyendo el
tipo y volumen del disolvente de desorcidn, el tiempo de desorcion, el pH
de la muestra y el tiempo de extraccion. Como resultados obtuvieron a
partir del analisis de Scatchard la formacién de dos clases de sitios de
union, ademas, una buena selectividad y afinidad por el DFC. Este método
se aplicé con éxito en la determinacion de DFC en muestras de agua,
suero sanguineo humano, muestra de orina y ampollas farmacéuticas.
Encontraron también que el MIP sintetizado tiene excelentes
caracteristicas de regeneracién y se puede utilizar mas de nueve veces

sin ninguna significativa pérdida de la capacidad de unidn.

Los trabajos anteriores muestran el interés que se tiene por extraer el
DFC del agua potable, ya que tiene muchas consecuencias por no tener

un control sobre este fadrmaco y presenta un problema de salud en el que

28



se ha hecho muy poco para solucionarlo. Sin embargo, los estudios
hechos hasta el momento solo han explorado los MIPs no covalentes y no
se encontrdé ningun trabajo en el que se utilice el zinc como centro
metalico en los polimeros de impronta molecular para la adsorcion del
DFC, lo que representa la posibilidad de hacer materiales con una mejor
capacidad de unién y por lo tanto una posibilidad de extraccién mas

apropiada, para ser una solucion al problema de la contaminacion de DFC.

Isotermas de adsorcion

Las isotermas de adsorcién son generalmente usadas para describir la
relacién entre concentracién de adsorbato en solucién (fase liquida) vy el
adsorbente (fase sdélida) a una temperatura constante bajo condiciones

dadas (pH, fuerza iénica y masa fija).4®

Sitios de union y su distribucion

La formacion de complejos horma de mondmeros en impronta depende
del equilibrio. Por consiguiente, la impronta produce una amplia
distribucién de sitios de unién. Un sistema heterogéneo contiene sitios de

unién con afinidad selectiva y variable como se ilustra en la figura 8.23

A g

Figura 8. A; sitios de unidon homogéneo y B; sitios de union heterogéneos.

Los estudios de caracterizacidon se basan en una distribucion homogénea
de sitios de unién que poseen afinidad. Asi, dos constantes de afinidad de
sitios de unidn (n y K) se obtienen a partir de los parametros de ajuste.
Las variables de n y K corresponden al numero sitios de unién y la

constante de asociacidn estos sitios respectivamente.?3

Una de las razones por las cuales el sitio de reconocimiento del polimero

es heterogéneo, es que en la polimerizacién, las cadenas poliméricas
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formadas por los entrecruzadores alrededor de la molécula horma son
aleatorias y, por lo tanto, hay diferentes grados de entrecruzamiento, lo
que deriva en diferencias de afinidad, integridad y constantes de

asociacion entre los sitios de reconocimiento.?2>

La caracterizacion de los sitios de reconocimiento, consiste, en dejar que
llegue al equilibrio una mezcla que tiene una disolucién de concentracién
conocida de la molécula horma y el polimero, se filtra, se mide la
concentracion de molécula horma que permanece en disolucién y por
diferencia se obtiene la concentracién de la molécula horma adsorbida en

el polimero.

Isoterma de Langmuir.

Es el modelo mas simple, después del modelo lineal, y el mas
frecuentemente usado en estudios de adsorcion. La ecuacion tedrica de
Langmuir fue desarrollada asumiendo: (1) un numero fijo de sitios
accesibles estan disponibles en la superficie adsorbente; (2) la adsorcion
es reversible; (3) una vez que el adsorbato ocupa un sitio, no se puede
producir mas adsorciones en ese sitio y (4) no hay interaccién entre las

especies adsorbidas.

Ecuacién de Langmuir:
de = (Q°maxKLCe)/(1+KLCe)

Donde ge es la cantidad de DFC consumida en equilibrio (objeto de
estudio) y tiene unidades de (mg/g), Q°max (Mg/g) es la capacidad
maxima de adsorcién de la monocapa saturada, K. (L/mg) es la constante
de Langmuir y relaciona la afinidad entre un adsorbente y el adsorbato,
Ce tiene unidades (mg/L) es la concentracién de DFC en solucién al
equilibrio.4®

Una desventaja de este sistema es que no proporciona una descripcién

mas detallada del comportamiento de unidn de enlaces no covalente.?3

Isoterma de Freundlich
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La primera ecuacidon empirica propuesta por Freundlinch (1932) es util
para describir datos de equilibrios y caracteristicas de adsorcion para una
superficie heterogénea. A diferencia de Langmuir, la ecuacién de
Freundlich no se aproxima linealmente a bajas concentraciones de
adsorbato (alta dilucion) ni a una capacidad (fija) de adsorcion limitante
a medida que la concentracién alcanza la saturacién. Esto significa que la
isoterma de Freundlich no tiene limitacion de saturaciéon. Por lo tanto, la
cobertura de superficie infinita se predice matematicamente, ademas este
modelo muestra multicapas de adsorcion en la superficie heterogénea y

es representada por la siguiente ecuacion:
Qe = KrCel/n

Donde Kr (mg/g)(L/mg)" es la constante de Freundlich y 1/n
(adimensionales; 0<n<10) es un parametro de intensidad de Freundlich,
que indica la magnitud de adsorcion y la heterogeneidad de la superficie
respectivamente, ge (para el nuestro objeto de estudio) es la cantidad de
DFC consumida en equilibrio y tiene unidades de (mg/g), Ce tiene
unidades (mg/L) es la concentracién de DFC en solucién al equilibrio.
Cuando el valor de n es mayor que 10 la isoterma de adsorcidon se
aproxima a la llamada isoterma rectangular (andloga a una isoterma

irreversible). 46

El parametro 1/n es el indice de heterogeneidad, de 0 a 1, donde 1 es un
sistema homogéneo.4’

La desventaja que presenta este sistema es que solo es especifico en un
intervalo de concentracién especifica, no puede producir los parametros
globales de unidn tales como el nimero de sitios totales de unién o la
total afinidad media constante, para ello se requiere de modelos

hibridos.23

Isoterma de Langmuir-Freundlich
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La isoterma de Langmuir-Freundlich es un modelo hibrido que se

_ NKgc™n
1+KJlcn

expresa de la forma:

Donde B es la concentraciéon de la horma adsorbida, C es la concentracion
de la horma libre, N: es el nUmero total de sitios; Ko es la afinidad media

de enlace, n es el parametro de heterogeneidad.

Una de las principales ventajas de aplicar el modelo de Langmuir-
Freundlich es que las propiedades de unidon pueden ser facilmente
medidas: como el nimero total de sitios de unidn, constante de asociacidn
y heterogeneidad. Estos parametros permiten la comparacién directa de
las propiedades de unidn de MIPs, incluso cuando los polimeros que se

comparan tienen diferentes distribuciones de sitios de unién.48
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HIPOTESIS
La sintesis de polimeros de impronta molecular hechos a base de &acido

metacrilico, EGDMA como entrecruzador y empleando al diclofenaco como
molécula horma, generaran materiales capaces de enlazar selectivamente

a este farmaco.

La posibilidad de generar huecos geométricamente especificos para el
diclofenaco en un polimero y que estos contengan un centro metalico hara
gue estos sitios muestren una interaccién mas fuerte, con respecto a los
mismos materiales que muestran Unicamente interacciones débiles, lo
que provocara una constate de unidn mayor con respecto a los polimeros
sin centro metalico, aumentando de esta manera la capacidad de union

del material.

OBJETIVO GENERAL
Sintesis y caracterizacién de polimeros de impronta molecular que tengan

la capacidad de enlazar al diclofenaco.

OBJETIVOS PARTICULARES
e Sintetizar y caracterizar polimeros de impronta molecular no
covalentes con diclofenaco como molécula hormadora, &cido
metacrilico como mondmero funcional, y Dimetacrilato de

etilenglicol como entrecruzador.

e Sintetizar y caracterizar polimeros de impronta molecular
empleando como horma un compuesto de coordinacién de

diclofenaco y ligantes funcionalizados con acrilatos
e Caracterizar los sistemas elaborados.

e Caracterizar la afinidad de los polimeros preparados hacia el

diclofenaco a través de isotermas de adsorcion
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METODOLOGIA

Sintesis del polimero improntado no covalente (MIPnc)

La sintesis del polimero improntado se hizo por el método de
polimerizacion por radicales libres. Se pesd: 0.1690g equivalente a 1 mol
de DFC , mas 2 mL, equivalentes a 20 mol de EGDMA, 0.18 mL que
corresponde a 4 mol de AMC y 0.017 g equivalente a 0.1 mol de AIBN, a
esta mezcla se adiciona 10 mL de THF y se agita hasta que la mezcla sea
homogénea. Para elegir el disolvente se realizaron pruebas de solubilidad

para el diclofenaco presentando mayor solubilidad en THF.4°

Sintesis del polimero no improntados no covalente (NIPnc)

Para la sintesis del NIP nc se hizo una reaccién parecida a la del MIP nc
pero sin adicionar el diclofenaco. Se pesd 2 mL equivalentes a 20 mol de
EGDMA, 0.18 mL que corresponde a 4 mol de AMC y 0.017g equivalentes
a 0.1 mol de AIBN, a esta mezcla se adiciona 10 mL de THF y se agita

hasta que la mezcla sea homogénea.

Sintesis del polimero improntado de coordinacion (MIPc)

El polimero de coordinacién se sintetizd por polimerizacidon por radicales
libres usando, 2 mL (10mol) de EGDMA, 0.571 mL (5 mol) de 4-Vy,
0.0174 g (0.1 mol) de AIBN, 0.3853 g (1 mol) de Zn(OTf)2 y 0.3371 g (1
mol) de DFC, los reactivos se mezclan en 10 mL de acetonitrilo con
agitacién magnética, se hace uso de este disolvente ya que el Zn(OTf)2
es soluble en dicho disolvente.

Reaccidon de la sintesis del MIPc:

Sintesis del polimeros no improntado de coordinacion (NIPc)
Para la preparacion del NIPc se proponen la reaccion se utilizé 2 mL (10

mol) de EGDMA, 0.571 mL (5 mol) de 4-Vy, 0.0174 g (0.1 mol)de AIBN
y 0.3853 g (1 mol) de Zn(OTf)2 los reactivos se mezclan en 10 mL de

acetonitrilo con agitacién magnética.
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Todas las reacciones se realizan en atmosfera de nitrégeno para
polimerizar por el método de polimerizacion por radicales libres, una vez
burbujeado el nitrogeno a las mezclas, se colocan en bafio de aceite a una

temperatura de 60° C por 24 horas.

Obtenidos los polimeros se muelen para que tengan una consistencia en

polvo.>0

Procedimiento de extraccion del diclofenaco de los polimeros
improntados no covalente y de coordinacion.

Para extraer la molécula horma del polimero improntado de tipo no
covalente, se puede usar un disolvente polar, por que interrumpe
electrostaticamente los enlaces idnicos o puentes de hidrogeno,
compitiendo contra los sitios de unidon por la molécula horma, utilizar
disolventes volatiles facilita la eliminacion de los reactivos y el secado del

polimero.

Extraccion del diclofenaco del polimero improntado no covalente.

Se realizaron prueba de solubilidad al diclofenaco en disolventes organicos
volatiles polares, mostrando una mayor solubilidad en metanol, por lo que
se utilizd este disolvente para extraer al diclofenaco del polimero por

medio de lavados.

Extraccion del diclofenaco del polimero improntado de
coordinacion.

Para eliminar el DFC del polimero fue necesario primero extraer el centro
metalico, en este caso el diclofenaco se encuentra coordinado con el metal
zinc y la 4-Vy, debido a que presenta interacciones mas fuertes por los
enlaces de tipo covalente, por lo que se realizaron lavados con una base
fuerte como el hidréxido de sodio (NaOH) para formar hidroxido de zinc

y de esta forma romper los enlaces covalentes, retirado el metal se
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continua con lavados de agua y metanol para eliminar residuos de

hidréxido de sodio y diclofenaco.

Por ultimo, se restituye el centro metalico, esto se hace pesando 0.4838
g de Zn(OTf),, es decir, colocando la misma cantidad que se adiciond de
este reactivo al inicio de la sintesis, usando las mismas condines de
reaccidon, la extraccién del diclofenaco se comprobd por espectroscopia
UV-VIS.

Para tener una similitud entre el polimero improntados con los no

improntados se realizan los mismos lavados correspondientes.

Caracterizacion de los polimeros improntados y no improntados
Los cuatro polimeros (MIPnc, NIPnc, MIPc y NIPc) se caracterizaron

mediante las siguientes técnicas:

Espectroscopia infrarroja

Para esta técnica se usd el Espectrofotometro de FTIR / FIR, modelo
Spectrum 400 de Perkin-Elmer, para comprobar que no haya DFC en los
polimeros improntados y que existe copolimerizaciéon para el polimero

improntado de coordinacién.

Adsorcion del DFC por los polimeros de impronta molecular no
covalente

Se hacen 10 disoluciones con diferente concentracion de diclofenaco en
agua que van desde concentraciones de 1x10~> molL?! a 5.5x10> molLY,

con estas disoluciones se hace una curva de calibracion.

El siguiente paso es suspender en matraces volumétricos por separado
10 mg de polimero en 5 mL de cada disolucion, se ponen en agitacion por
dos horas a temperatura ambiente, después las suspensiones son

centrifugadas vy filtradas.
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Adsorcion del DFC por los polimeros de impronta molecular de
coordinacion

Se hace una disolucion de 30 mL de acetonitrilo por 70 mL de agua, con
el nuevo disolvente menos polar se preparan 8 disoluciones con diferente
concentracion de DFC (8.10 - 1.2x10® mg L), se ponen en agitaciéon
magnética por dos horas a temperatura ambiente, trascurrido ese tiempo
las suspensiones se centrifugan y se filtran.

Se cambid la polaridad del disolvente para disminuir efecto hidrofébico

gue existe entre el agua con el polimero.

Isotermas de enlace

Después de filtrar las suspensiones anteriores se compard la afinidad del
polimero por el DFC a partir de la técnica espectroscopica UV-Vis y el
modelo de Freundlich, ya que los polimeros presentaron un mejor ajuste

a este modelo.
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Esquemas de sintesis del MIP no covalente:

HO 0
20 EDGMA,
4 AMC
NH A
. i cl

0.01AIBN

1)MeOH
2)H20 A“(

OH

-

Reconocimiento
molecular

Figura 9. Preparacién de MIPnc para el DFC (a), lavado para la extraccion del
DFC (b) y reconocimiento de DFC de MIPnc (c).
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Cl

Esquemas de sintesis del MIP covalente:

10 EDGMA, 5 4-

v
y 1)NaOH
— % — N
HH
1 Zn(OTf)2, 0.01
cl (072 2)MeOH, H20

AIBN

OH

cl

Reconocimiento
molecular

Figura 10.Preparacion de MIPc para el DFC (a), lavado para la extraccion del
DFC (b), centro metalico de regeneracion de polimero usando Zn(OTf)2 (c) y

reconocimiento de DFC de MIPc (d).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis del polimero improntado no covalente (MIPnc)
La sintesis del polimero improntado se hizo por el método de

polimerizacidn por radicales libres, de acuerdo a la siguiente reaccién:

20 C10H1404 + 4 C4He02 + 1 Ci14H11NCl202Na ———*polimero improntado

0.1AIB

no covalente (MIPnc)

Dimetacrilato de etilenglicol (CioH1404), acido metacrilico (C4HeO2) y
diclofenaco sédico (C14H11NCl202Na)

Sintesis del polimero no improntados no covalente (NIPnc)

Para la sintesis del NIPnc se efectud la siguiente reaccidén:

20 Ci0H1404 + 4 C4H6O2 (1ain ' polimero no improntado no covalente
(NIPnNc)

Dimetacrilato de etilenglicol (C10H1404) y acido metacrilico (C4HeO2)

Se sintetizo también por el método de polimerizacion por radicales libres,
y sin la molécula horma.
Sintesis del polimero improntado de coordinacion (MIPc)

El polimero de coordinacién se sintetizd por polimerizacidon por radicales

libres, de acuerdo a la siguiente reaccién

10 C10H1404 + 5 C7H7N + (CF3S03)2Zn + 1 Ci14H1:NCI;02Na ————>

0.1AIBN
polimero improntado de coordinacién (MIPc)

Dimetacrilato de etilenglicol (C10H1404), 4-vinilpiridina (5CsHsN), triflato
de zinc ((CF3S0s)2Zn) y diclofenaco sédico (Ci14H11NCl202Na)
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Sintesis del polimeros no improntado de coordinacion (NIPc)

Para la preparacion del NIPc es similar a la del MIPc a excepcion de que
no se adiciona el DFC como molécula horma, como se muestra en la

siguiente reaccioén:

10 C10H1404 + 5 C7H/N + (CF3S0s3)2Zn —, .ppitmero no improntado (NIPc)
de coordinacion.

Dimetacrilato de etilenglicol (C10H1404), 4-vinilpiridina (5C;H;N) vy triflato
de zinc ((CF3S03)22Zn)

Obtenidos los polimeros se muelen para que tengan una consistencia en

polvo.

Extraccion del diclofenaco del polimero improntado no covalente.

Para poder caracterizar la eficiencia de adsorcién por el DFC es necesario
extraer el farmaco y el conjunto de sustancias resultado de la
polimerizacion, como mondémeros, oligdmeros de bajo peso molecular,
disolvente, etc., para poder tener los huecos especificos libres, por lo que
el polimero se lava con metanol, se utilizo este disolvente debido a que el
DFC presenta alta solubilidad en él. Cada lavado se caracteriza por medio

de espectroscopia UV-Vis.

e MIPnc

El espectro de la figura 11, muestra que por cada lavado la presencia de

DFC disminuye.
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Figura 11. Extraccién del diclofenaco del polimero improntado mediante

lavados con metanol, donde L representa el nimero de lavado.

Los simples lavados sucesivos con este disolvente remueven al farmaco
del polimero debido a las fuerzas intermoleculares, como las interaccion
dipolo-dipolo, el metanol es un disolvente polar que tiene la capacidad de
vencer fuerzas electrostaticas, ademas, forma enlaces de tipo puente de
hidrogeno con el polimero, es decir, compite con molécula horma por los

sitios de union.>!

e NIPNC
Es necesario hacer los mismos lavados para el NIP, si bien el NIP no tiene
al DFC como molécula horma, sin embargo, puede tener algun
contaminante como resultado de la polimerizacién, tal como mondmeros,
oligdémeros de bajo peso molecular, disolvente, y otras mas. La figura 12

muestra el progreso de este procedimiento.
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Figura 12.Lavados del polimero no improntado con metanol, donde L

representa el nimero de lavados.

Extraccion del diclofenaco del polimero improntado de
coordinacion.

Para eliminar el DFC del polimero fue necesario primero extraer el centro
metalico. Se realizaron lavados con una base fuerte, hidroxido de sodio
(NaOH) a una concentracién de 1 M, para formar hidréxido de zinc y de
esta manera romper los enlaces covalentes, retirado el metal se continua
con lavados de agua y metanol para eliminar residuos de hidroxido de

sodio y diclofenaco.

MIPc

Como el DFC se encuentra coordinado con el metal zinc y la 4-Vy se

realizan lavados con NaOH para formar el hidréxido de zinc y poder retirar
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el metal del polimero, asi como el DFC. De esta forma, queda Unicamente

el polimero unido con la 4-Vy.

— Metanol

— MIP

—— Lavado 1 NaOH
—— Lavado 2 NaOH
—— Lavado 3 NaOH
—— Lavado 4 NaOH
—— Lavado 5 H20

Figura 13. Extraccién del diclofenaco del polimero improntado mediante

lavados con sosa (NaOH) y agua (H20).

El espectro de la figura 13, confirma la extraccién del DFC a partir de la
disminucidon de la intensidad de la banda ancha presente en 276 nm, en

espectroscopia UV-Vis la mayor parte de la absorcion de los compuestos

organicos resulta de la presencia de enlaces . Un croméforo es un grupo

funcional que, normalmente, contiene un enlace m. El diclofenaco
presenta croméforos, como el grupo carboxilo, el que presenta su maximo
de absorbancia en 204 nm. Sin embargo, la posicidn del maximo no es
fija, depende del entorno molecular del croméforo y del disolvente en el
gue pueda disolverse la muestra. Otros parametros, como pH vy
temperatura, también causan cambios en la intensidad y en la longitud

de onda de los maximos de absorcion.>?2
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NIPc

Es necesario hacer el mimo numero lavados con sosa metanol y agua con
el fin de tener una similitud entre ambos polimeros, ademas, de eliminar
contaminantes como resultado de la polimerizacién, tal como mondmeros,
oligdbmeros de bajo peso molecular, disolvente, y otras mas. La figura 14

muestra el progreso de este procedimiento.

— [\l etanal
——RNIP
— | avado 1 MalH
— Lavado 2 MalH
— Lavado 3 MalH
— | avado 4 MalH
— L avado 5 H20

200 400

r(nmij

Figura 14. Espectro UV-Vis del polimero no improntado, lavados con sosa
(NaOH) y agua (H20).

A partir de los lavados realizados se observa que para NIP se eliminaron

contaminantes.

El polimero improntado de coordinacion presento mas dificultad al extraer
la molécula horma, debido a su naturaleza, por lo que fue necesario
realizar una reaccion acido-base para poder extraer el centro metadlico y

la molécula horma.
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Restitucion del centro metalico

Una vez teniendo los polimeros limpios y sin la molécula horma, se
procede a restituir el centro metdlico; para coordinarlo sobre la 4-Vy
copolimerizada, se adiciona la misma cantidad del Zn(OTf). que se utilizd

en la sintesis del polimero, en las mismas condiciones de reacciéon.43

Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

Después de extraer la molécula horma mediante los lavados se obtuvieron
los espectros de IR para confirmar que la molécula no se encuentre

presente en los polimeros.

MIPnc

El espectro mostrado en la figura 15, corresponde al MIPnc sin la molécula
horma presente, donde se observan bandas en 2953 y 2985 cm™! que se
asignan a la extensién del enlace C-H, ademas, presenta una sefial
intensa en 1725 cm™! que es caracteristica del grupo carbonilo (C=0)
correspondiente al grupo éster presente en el entrecruzador, la torsion
estiramiento del carboxilo se observa en 1388 y 1454 cm™! también se
observan dos bandas, una de mayor intensidad en 1143 y 1250 cm™! que
corresponden a un alquil éster.>3>* Por las sefiales presentes en el
espectro se puede concluir que el sdlido se encuentra copolimerizado

entre el acido metacrilico y el dimetracrilico de etilenglicol.
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Figura 15. Espectro de IR del polimero de impronta molecular no covalente.
NIPnNnc

El espectro de IR, figura 16, corresponde al NIPnc después de hacer los
lavados, se observan bandas en 2953 y 2985 cm! que se presentan por
la extension del enlace C-H, presenta una sefal intensa en 1724 cm™! que
es caracteristica del grupo carbonilo (C=0) correspondiente al grupo éster
presente en el entrecruzador, la torsion de estiramiento del carboxilo se
observa en las sefiales 1388 y 1453 cm™! ademas se observan dos bandas,

una de mayor intensidad en 1142 y 1251 cm™ que corresponden al
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estiramiento asimétrico y simétrico de un alquil éster.”*

|[——NIP nc
100
80 -
L 60 4 c—Eo
= | C-H L
40 -
] 3 0=C-0
c=0
0 | ' | ' | ' | ' 1
4000 3000 2000 1000 0
1/a (em™)

Figura 16. Espectro de IR del polimero no improntado no covalente (NIPnc).

Los espectros de infrarrojo del MIP y NIP no covalentes son similares ya
gue se han sintetizado de la misma manera a excepcion de que el MIP se
hizo con DFC,>> sin embargo las sefales correspondientes al DFC no se
observan ya que el analisis se realizé después de la extraccién del
diclofenaco. Por esta razon es de esperar que su composicion quimica sea
igual, mas no su microestructura, sin embargo, esto no se puede observar

en infrarrojo.
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e MIPcC

El espectro de de la figura 17 confirma la no existencia de la molécula
horma, ya que no se observan las bandas caracteristicas de los grupos

funcionales del DFC.

100
80

60

%T
3424
1600
13
1031

2947
1452

N-H

H

40 C

20 H

C=0
: : : : :
4000 3000 2000 1000 0
1/x (cm™)

Figura 17. Espectro de IR del polimero improntado de coordinacion, MIPc.

La banda ancha que se observa aproximadamente 3424 cm-! corresponde
al estiramiento del enlace N-H, las senales presentes en 2985 y 2947
corresponden a los metilos o metilenos, presenta una sefial intensa en
1721 que es caracteristica del grupo carbonilo (C=0) correspondiente al
grupo éster presente en el entrecruzador, las sefales en 1452 y 1389
estan presentes por la torsidn del enlace entre el carbono e hidrégeno (C-
H), las sehales en 1143 de mayor intensidad y 1248 corresponde a
sefiales que corresponden al estiramiento asimétrico y simétrico de a un

alquil ester.>4:°6
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NIPc

Con la finalidad de comparar y observar la coordinacion de la 4-
vinilpridina con el centro metalico, el polimero se caracterizé por la técnica
de espectroscopia IR del polimero no improntado obteniendo el espectro

que se muestra en la figura 18:

|

100
80
. 2
2 3
X 60 N-H ° 1
|_
_ C-H
40 - M
1 C-H
20 5
] & 0=Cc-0
C=0
O T T T T T T T T 1
4000 3000 2000 1000 0
/A (em™)

Figura 18. Espectro de IR del polimero no improntado de coordinacién.

El espectro del NIPc presenta, una ban la ancha que se observa
aproximadamente en 3424 cm corresponde al estiramiento del enlace
N-H, la sefal presente en 2983 cm™ corresponde a los metilos o
metilenos. Se observa una sefal intensa en 1724 cm que es
caracteristica del grupo carbonilo (C=0) correspondiente al grupo éster
presente en el entrecruzador, la sefal en 1454 cm™! estd presente por la

torsion del enlace entre el carbono e hidrogeno (C-H), las sefales en
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1157 cm! de mayor intensidad y 1254 cm! corresponden al estiramiento

asimétrico y simétrico de un alquil éster.>4:>6

Para los espectros anteriores se afirma que se obtuvo correctamente la
polimerizacion, ya que no hay senal de la 4-vinilpiridina®3 en 1597 cm!
correspondiente al vinilo, es decir, el polimero interacciona con el vinilo
de la 4-Vy.

Isotermas de adsorcion

Después de caracterizar los polimeros se realizaron las isotermas de
adsorcion se usaron diferentes modelos como Langmuir-Freundlich,
Langmuir y Freundlich para determinar el comportamiento de adsorcidn
de los sistemas, en la tabla 1 se observan los valores de los coeficientes

de correlacion obtenidos para cada modelo:

Modelo R2 MIPnNc R2 NIPNnc R2 MIPc R2 NIPc

Langmuir- No converge | No converge | No converge | No converge
Freundlich

Langmuir -0.5 0 0 0

Freundlich 0.96113 0.99814 0.99559 0.99334

Tabla 1. Valores isotérmicos R? para los diferentes modelos

Se obtuvo un mejor ajuste al modelo de Freundlich para los sistemas de
estudio y los otros modelos o dieron pobre convergencia o simplemente
no se logro el ajuste al modelo no lineal. Esto implica que la adsorcion de
diclofenaco por los polimeros sigue el modelo de Freundlich, es decir, los
sistemas no son muy homogéneos y no hay limite para la cantidad

adsorbida.

Polimeros de impronta molecular no covalente

A partir de las disoluciones de DFC se hace una curva de calibracidn,

obteniendo los datos de la tabla 2:
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Tabla 2.Datos de la curva de calibracién para los polimeros no covalentes.
Ecuacion r2 Ordenada al origen Pendiente

Y=Db + mx 0.99814 0.03673 10770.28986

La linealidad de esta curva (r?), permite obtener resultados analiticos que
son directamente proporcionales a la concentracion de la muestra
problema.

La pendiente obtenida en la tabla 2, corresponde al coeficiente de
extincidon molar, este valor se utiliza para obtener la concentracion en el
medio a partir de la ley de Lambert y Beer, después esta concentracién
es restada de la concentracion inicial de diclofenaco ([DFC];) para obtener
los valores de la concertacion absorbida de diclofenaco ([DFCJads) por
cada polimero (10 mg), estos datos son graficados y analizados

obteniendo la grafica de la figura 19:

m NIPnc
5.OX10-6 —_ [ J MIPnc
—— Ajuste al modelo de Freundlich para el "NIPnc"
— Ajuste al modelo de Freundlich para el "MIPnc"
4.0x10°
=
— -6
o> 3.-0x107
e
©
= 6
@ 2.0x10™
—
O
LL
D -6
— 1.0x10™
0.0
T T T T T T T T T T T T 1
0 1x10° 2x10®°  3x10° 4x10° 5x10° 6x10°
[DFC], mol L™

Figura 19. Isotermas de enlace para los polimeros no covalentes.

52



En el grafico se observa que a mayor concentracién de DFC el NIP absorbe
mas al DFC que el MIP. Este resultado no era el esperado, sin embargo,
muchos polimeros de impronta molecular no covalente muestran este
comportamiento. Se debe a que la superficie del polimero interacciona de
forma inespecifica con el diclofenaco, el nimero de sitios es grande por

lo que la cantidad de diclofenaco adsorbido también lo es.

Se obtuvieron los siguientes datos a partir del modelo de Freundlich:

Polimero Ecuacion R2 Kr m=1/n
MIP no covalente Y = Kg¥xm 0.96113 0.0208 | 0.90024
NIP no covalente Y = Kg*xm 0.99814 0.05623 | 0.96476

Tabla 3. Datos obtenidos a partir del modelo de isoterma de Freundlich para el
MIP y para el NIP no covalentes.
El parametro “Kgr” es un factor pre exponencial experimental que depende
del nimero de sitios disponibles en el polimero por unidad de volumen.4’
Como se observa en la tabla 3, el valor de “K¢r” para el NIP es casi el triple
con respecto al de MIP, es decir, que este ultimo presenta menos sitios
de union, este resultado se puede deber a que al moldear el polimero
improntado se reducen los sitios inespecificos, obteniendo tanto sitos
especificos como no especificos, ya que los sitios especificos requieren
por lo general mayor area, como todos los casos intermedios, es decir,
sitios parcialmente moldeados, en consecuencia en el MIP hay mayor
heterogeneidad, y se comprueba con el resultado obtenido en la tabla 3,
ya que el indice de heterogeneidad (m) es menor a 1, sabiendo que uno

corresponde a un sistema con sitios homogéneos.

Polimeros de impronta molecular de coordinacion

Para observar mejor el efecto de impronta se cambid la polaridad del
disolvente, para aumentar la disociacién del Pol-DFC, y asi disminuir el

efecto hidrofébico, es decir, en mezclas de disolvente agua-disolvente
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organico la competencia entre el DFC-disolvente en comparacion con el
Pol-DFC es mayor, de esta forma se observaran solo el DFC que se una a
sitios de mayor afinidad, ya que el DFC unido a sitios mas especificos no
es desplazado facilmente por el disolvente. Esto se hizo a partir de una
disolucion de 30 mL de acetonitrilo por 70 mL de agua, con este disolvente
menos polar se preparan 8 disoluciones con diferente concentracién de
DFC (8.10 - 1.2x10°® mg L), con estos datos se hace una curva de

calibracion, obteniendo los siguientes resultados:

Ecuacion r2 Ordenada al origen Pendiente

Y=Db + mx 0.99934 0.01397 11978.95163

Tabla 4. Datos de la curva de calibracién para los polimeros de coordinacién.

Con los resultados de la tabla 4 se pudo obtener la concentracién en el
medio, a partir de la ley de Lambert y Beer mediante el coeficiente de
extincion molar (la pendiente), esta concentraciéon es restada de la
concentracion inicial de diclofenaco y asi tener los valores de la
concertacion absorbida de DFC por cada polimero, estos datos son

graficados y analizados obteniendo la grafica de la figura 20:
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Figura 20. Isotermas de enlace del MIP y NIP de coordinacién.

Se estudié la capacidad de unién del MIP para DFC mediante la isoterma
Freundlich. La grafica de la isoterma de unién de DFC en MIP indica que
la cantidad de unién de DFC al MIP aumentd por un aumento en la
concentracion inicial de DFC, también esta claro que la cantidad de unién
de DFC al MIP es mas alta que el del polimero no improntado (NIP).4

A partir de esta caracterizaron se obtuvieron los siguientes datos:

Polimero Ecuacion R2 Kr m=1/n

MIP de coordinacion | Y = Kg*¥x™ 0.99559 0.00382 | 0.67849

NIP de coordinacion | Y = Kg¥x™ 0.99334 0.001 0.586

Tabla 5. Datos obtenidos a partir del modelo de isoterma de Freundlich para el
MIPc para el NIPc.

De acuerdo a los resultados de la tabla 5, en ambos casos se trata de
sistemas heterogéneos ya que el indice de heterogeneidad (m) es menor

al.4
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Esta caracterizacién arrojo un valor mayor del parametro Kr, en el caso
del NIP hay sitios de interaccién por puente de hidréogeno y sitios con
posible coordinacion y sus posibles variantes debido a la heterogeneidad
propia del polimero. En el caso del MIP ademas de las equivalentes al NIP,
estan los sitios con moldeo ya sea de coordinacién y los de no
coordinacién. Ademas presenta mayor afinidad del MIP por el DFC. Este
resultado es notoriamente mejor con respecto a los polimeros no

covalentes, puede deberse a la introduccién del centro de coordinacion.

Comparacion entre el MIP de tipo covalente y el MIP de

coordinacion

En la figura 21 se realiz6 la comparacion entre las isotermas de enlace del
MIPnc y la isoterma de enlace del MIPc para observar y confirmar si la
afinidad por el DFC de un polimero con centro metalico y huecos
especificos es mayor que la de un polimero no covalente con huecos

especificos por el DFC.

®  MIP no covalente

® MIP de coordincion
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Figura 21. Afinidad por el DFC de los MIPs de coordinacién y no covalentes.

Polimero Ecuacion R2 Kr m=1/n

MIP no covalente Y = Ke*x™ 0.96113 0.0208 | 0.90024

MIP de coordinacion |Y = Kg¥*x™ 0.99559 0.00382 | 0.67849

Tabla 6. Datos obtenidos a partir del modelo de Freundlich para el MIPnc y el
MIPc

En comparacion con los casos donde no hay centro metalico, la
heterogeneidad es menor, este resultado es de esperarse ya que el caso
MIPnc las interacciones son por puente de hidrégeno. Y en el caso del
MIPc hay interacciones de coordinacion, de no coordinacién ademas de
interaccion por puente de hidrégeno y sus posibles variantes debido a la
heterogeneidad propia del polimero. El parametro "Kr” que se observa en
la tablas 6, muestra que para el MIPc es mucho menor que el MIPnc, esto
se puede deber al tamano de la horma, sin embargo presenta sitios de
mejor reconocimiento molecular que el MIPnc ademas de mayor afinidad
por el DFC.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron los polimeros de impronta molecular de tipo no covalente
con acido metacrilico como mondémero funcional, EDGMA como
entrecruzador y diclofenaco como molécula horma. También se
prepararon polimeros de impronta molecular de coordinacién con 4-
vinilpiridina como mondmero funcional, EDGMA como entrecruzador,
empleando al trifluorometanosulfonato de zinc Zn(OTf)2, y DFC como
molécula horma. Estos polimeros se caracterizaron por espectroscopia IR,
se encontré lo esperado, que se trata de coopolimeros. La afinidad de los
materiales preparados hacia el DFC se hizo mediante estudios de
isotermas de adsorcion con la técnica de espectroscopia Uv-vis como

meétodo de cuantificacion del diclofenaco libre.

Se generaron materiales capaces de enlazar selectivamente al

diclofenaco.

El modelo de isoterma que se ajustd mejor fue el de Freundlich. En medio
acuoso, para el NIP y el MIP de coordinacidn las isotermas no presentaron
diferencia una de la otra, fue necesario disminuir la polaridad de
disolvente con mezclas agua- acetonitrilo, la presencia del disolvente
organico afectd las interacciones hidrofébicas aumentando la disociacién
del Pol-DFC y disminuyendo el efecto hidrofébico, es decir, la competencia
entre el disolvente y el polimero por el DFC fue mayor, asi, solo se observo

el DFC que se une a sitios de mayor afinidad en el polimero.

Se sintetizaron polimeros de impronta molecular de tipo no covalente y
de coordinacién que, presentan huecos geométricamente especificos con
interacciones por el diclofenaco, sin embargo los polimeros con centro
metdlico presentan mayor afinidad por el DFC que los polimeros de tipo

no covalente.
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Un estudio hecho por Pebdani A. A., Shabani A. M. H. y Dadfarnia S.%>,
hacen polimeros magnéticos especificos para el DFC con EDGMA como
entrecruzador y 4-vinilpiridia como mondmero funcional. Estos autores
encontraron una constante de asociacion de 11.62mg L1, si se compara
este valor con el de 0.003811.62 mg L1 informado en este trabajo que
es un polimero de impronta molecular con centro metalico, coincide con
la argumentacion de Pebdani la cual es que los polimeros magnéticos
presentan mayor afinidad que los no magnéticos, esto puede deberse al
método de preparacion de los polimeros, forma de polimerizacién,
ademas de que el DFC esta presente como sal sédica. Es importante
determinar cudles son las variables mas importantes en el proceso de
sintesis de los polimeros de impronta molecular para aumenta el

reconocimiento se los sustratos.
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