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DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE UN POLIMERO DE
IMPRONTA MOLECULAR PARA USO ZOOTECNICO EN CANES

DETECTORES DE DROGAS.

Introduccioén

1. Planteamiento de problema

El analisis quimico instrumental representa una importante aportacién al estudio e
identificaciéon de los principales compuestos volatiles emanados por explosivos,
drogas y cadaveres, con ello se contribuyd al desarrollo de herramientas para
entrenar canes detectores de drogas ya que se podia condicionar al perro para
generar alguna respuesta ante con los olores caracteristicos del compuesto, sin
tener a la droga o explosivo presente; no obstante, se detectod la necesidad de
sustituir a las sustancias quimicas reales, durante el entrenamiento, debido a su
elevado costo, riesgos de manejo y almacenaje, ademas de los problemas ligados
a permisos de adquisicion. Hoy en dia existe una amplia variedad de marcas y
formas en las que se presentan estos productos sustitutos llamados imitadores o

pseudos.

En el mercado, algunos productos imitadores de sustancias ilicitas se encuentran
formados por matrices de gel de silice, a la que se adsorben las sustancias volatiles
caracteristicas de aquello que sea el objetivo del entrenamiento del perro. Si bien
esta probada su eficacia, presentan problemas como contaminaciéon ambiental al no
ser una matriz selectiva, razén por la cual el entrenamiento debe realizarse en
condiciones muy controladas y es complicadas de efectuarse en campo abierto.
Otro problema que se presenta es la duracion del aroma, ya que la vida util de

algunos productos es de 45 minutos a temperatura ambiente. Se trata de un



producto que debe almacenarse en refrigeracion, pues una vez expuesto al aire libre

su estabilidad se ve afectada.

En el presente trabajo se espera generar productos de entrenamiento con aromas
gue brinden calidad, en cuanto al estimulo a lo largo de los entrenamientos, de
menor costo, nuevas matrices con mayor capacidad de adsorcién y duracién del
aroma, asi como menores tazas de contaminacion y una informacion comercial
respaldada por analisis cientificos, junto con el desarrollo de productos nacionales

gue reduzcan los tiempos de entrega y costos por importaciones.

Para lograr lo anterior el uso de un polimero de impronta molecular o también
llamado MIP, permitira la adsorcion selectiva de las moléculas volatiles propias de
las sustancias de abuso, ya que se formaran cavidades especificas para dichas
moléculas minimizando asi las potenciales contaminaciones ambientales y
ofreciendo una desorcidn mas controlada a través del tiempo resultando en una
matriz de con mayor durabilidad en la intensidad del aroma, tanto para

almacenamiento como durante entrenamiento.

2. Hipotesis

El polimero de impronta molecular presenta cavidades especificas y afines para las
moléculas volatiles propias de las sustancias ilicitas, dicha especificidad evitara las
contaminaciones ambientales del producto y ofrecera una mayor duracion del

aroma al tener una desorcion mas lenta.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Desarrollar y caracterizar un sistema de liberacion de olores a partir de polimeros

de impronta molecular. Un polimero capaz de adsorber acetilsalicilico y acido



acético, para imitar la firma aromatica de heroina; asi como un polimero capaz de

adsorber metil benzoato, para imitar cocaina.

3.2 Objetivos particulares

» Sintetizar los de polimeros de impronta molecular especificos de &acido
acetilsalicilico y acido acético, asi como de metil benzoato.

= Caracterizar la maxima capacidad de carga de los polimeros a partir de
perfiles de adsorcion de los polimeros.

= Evaluar el proceso de impronta comparando la capacidad de adsorcién de
un polimero de impronta contra uno sin impronta.

= Caracterizar los grupos funcionales en el MIP después del proceso de
polimerizacion por técnicas de espectroscopia de infrarrojo.

= Estudiar la desorcién en los polimeros a través del tiempo.

4. Antecedentes.

4.1 Sustancias de abuso

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las drogas como cualquier
sustancia psicoactiva que en el interior de un organismo viviente puede modificar

su percepcion, estado de animo, cognicion, conducta o funciones motoras.

Coloquialmente, se emplea el término droga ilegal o ilicita al hablar de aquellas que
estan bajo un control internacional, que pueden o no tener un uso médico legitimo,
pero que son producidas, traficadas y/o consumidas fuera del marco legal. Las
sustancias de abuso mas comunes comprenden: marihuana, cocaina, heroina y

metanfetaminas



En México, en general, todo acto relacionado con estupefacientes (como heroina y
cocaina) y psicotropicos (como metanfetaminas y cannabinoides) esta prohibido en
el territorio nacional, segun se establece en el titulo décimo segundo de la Ley
General de Salud, a menos que se cuente con un permiso expedido por la

Secretaria de Salud en el que se justifique su aplicacion.

Dichas leyes y sanciones se han aplicado debido a que estas sustancias presentan
un grave problema de salud publica, un fendmeno que tiene consecuencias
adversas en la salud individual, en la integracion familiar y al desarrollo y la
estabilidad social. Esto sumado a la incidencia de adicciones en edades cada vez
mas jovenes. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Adicciones 2002 (Comision
Nacional contra las Adicciones 2004), realizada por el Instituto Nacional de
Geografia e Informatica (INEGI), 3.5 millones de personas entre los 12 y 65 afios
han usado drogas, de acuerdo con la encuesta de ese entonces, lo cual nos muestra
la gravedad del problema existente, tanto para las generaciones actuales, como

para las futuras.

Parte del decomiso de estas sustancias se encuentra en manos de las Fuerzas
Armadas de México y junto con ellos, en la Unidad Canina de la Policia Federal que
cuentan con mas de mil 900 perros adiestrados en un entrenamiento integral para
deteccidn de explosivos, narcoticos, labores de busqueda y rescate en zonas
colapsadas de México (Flores Martinez 2017). Cabe mencionar que las Unidades

Caninas de las Dependencias entrenan con Pseudo elaborada en el extranjero.

Ellos llaman "binomio" a la combinacion de una mujer u hombre policia y su perro,
guienes aprovechan el agudo sentido del olfato del can para detectar sustancias de
abuso y explosivos traficados de manera ilegal; este trabajo es realizado en
revisiones en centrales camioneras, aeropuertos, puertos maritimos, paqueterias,

puntos de revisiones carreteros o bien en donde asi sean requeridos.



4.2 Olor

Un olor es una mezcla compuestos quimicos volatilizados que estimulan las
neuronas olfativas. Los productos quimicos transportados por el aire inhalado son
atrapados y disueltos en el epitelio olfativo, una pequefia regibn de ambas
cavidades nasales donde los odorantes estimulan una respuesta eléctrica de los
nervios olfativos: la senal olfativa se transmite asi al cerebro, donde el olor final
percibido resulta de una serie de procesos neurolégicos. (Pearce 1997). En otras
palabras, la percepcion de un olor se considera un proceso de dos pasos: el paso
fisiologico, que comprende la estimulacion de los receptores en la nariz por los
estimulos (odorantes), y el paso psicolégico, donde los olores son procesados por
la regién del cerebro responsable del olfato. (Macias et al. 2010). El sistema
biolégico responsable de este proceso de percepcidn del olor se conoce como

sistema olfativo.

Para que un compuesto pueda ser detectado por el olfato de un animal requiere ser
volatil a temperatura ambiente. Usualmente se trata de compuestos organicos e
hidrofébicos, conteniendo un numero limitado de grupos funcionales. Sin embargo,
el grupo funcional no es un prerrequisito para desprender el olor (Rossiter 1996).
En consecuencia, los compuestos son anidénicos con un peso molecular menor a
300.

4.3 Deteccion del olor

El olor de una sustancia puede ser caracterizada debido a que existen compuestos
organicos volatiles, que se encuentran de forma dominante en cada muestra (N
Lorenzo y Hsu, YL 2002) .

Los enfoques instrumentales para la caracterizacion de los odorantes se basan en
la evaluacion de la composicion quimica del olor en el aire. Se tienen en cuenta los
métodos tradicionales de muestreo de compuestos organicos volatiles (COV) como

adsorbentes, bolsas metalicas y bolsas de polimero. Los procedimientos de
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muestreo aseguran la integridad de la muestra, preservan el olor originalmente
asociado a la muestra, minimizan las pérdidas y la interaccién fisico-quimica entre

los olores y el medio de muestreo (Hudson y Ayoko 2008).

El limite principal de estas técnicas se basa en la complejidad del olor; el olor
percibido es el resultado de muchos productos quimicos volatiles, a menudo en

concentraciones inferiores al limite de deteccion instrumental.

Pese al esfuerzo de los cientificos por describir los olores de una forma mas
apegada al método cientifico y menos subjetiva, existen excepciones donde no
existe una correlacién lineal entre la sustancia cuantificada y el estimulo oloroso
(Francesco et al. 2001). Por esa razén el sistema olfativo de un mamifero es
considerado una de los sistemas mas complejos y sensibles, a la fecha son

considerados excelentes detectores.

4.3.1 Detectores biologicos

Perros

La respuesta detector-perro es una de las principales aplicaciones involucradas en
los estudios de deteccion de olores. La mayor importancia para el sentido del olfato
en los perros sobre los otros sentidos se puede atribuir al tamafio de los bulbos
olfativos en el cerebro del perro. Los bulbos olfativos de los perros son cuatro veces
mas grandes que en los humanos y comprenden un porcentaje mayor del cerebro
total (Quignon et al. 2003).

El sistema de deteccidon natural en los caninos es el proceso biolégico de inhalacion
de odorantes que son interpretados por un impulso nervioso. Es un sistema
dinamico que ocurre en menos de un segundo, el volumen de aire inhalado a través
de su nariz es alrededor de 60 mL*s! (Settles 2005), con una frecuencia de 5Hz,
esto totaliza 300 mL de aire olfateado cada segundo. Dadas estas condiciones, la
respiracion combinada con su avanzado sistema olfativo, da canino la capacidad de

buscar e identificar olores de manera rapida y eficiente. Es ampliamente reconocido



gue los caninos, generalmente, son superiores para la deteccion de olores debido
a la velocidad, versatilidad, robustez y poder de discriminacién (Kenneth G Furton
et al., 2015).

Ratas

El interés en otros animales, que poseen sistemas olfativos altamente
discriminatorios como detectores de olores potenciales, ha llevado a la
experimentacion con ratas. Los experimentos con la rata marrén comun (Rattus
norvegicus) demostraron que las ratas pueden aprender a exhibir comportamientos
de alerta unicos al identificar una variedad de olores (Otto Brown y Long, 2002).
Otros estudios con la rata gigante de Africa (Cricetomys gambianus), demostraron
que el uso de ratas para evaluar el riesgo de minas terrestres es un método de

deteccién de minas muy prometedor (James Madison University, 1999).

Cerdos (Sus scrofa domestica)

Aunque existe poca documentacion sobre el uso de cerdos para la ubicacion de
minas terrestres, se cree que los cerdos localizan los olores con mayor precision
gue los perros y su uso para encontrar trufas es bien conocido (R Claus, H O
Hoppen, y H Karg 1981). No obstante, los cerdos estan centrados en comer y dormir
por lo que no se encuentran motivados por las recompensas sociales dadas por su
manejador, estudios muestran que sélo las hembras son elegibles para entrenar ya

gue los machos suelen tener conductas agresivas (Macias 2009).

Abejas

Las abejas recolectan TNT y otros contaminantes quimicos, en el medio ambiente,
mientras polinizan las plantas. Llevan estas sustancias de regreso a la colmena y
se analiza la presencia de estas sustancias en miel y panales. Las desventajas de
este método incluyen el gran gasto en el entrenamiento de las abejas y la vida

relativamente corta de las colmenas (Rains, Tomberlin y Kulasiri, 2008).



Plantas

El papel de las plantas como detectores se limita al explosivo TNT. Han sido
mutados para contener un gen receptor que los hace fluorescentes en presencia de
TNT en el suelo. Pueden ayudar en la remediacion de suelos contaminados con
municiones quimicas. Los limites de deteccion de este detector aun no se conocen
y, dado que sélo funciona en presencia de TNT, no detecta la multitud de explosivos

disponibles con fines ilicitos (Almirall et al., 2012).

4.3.2 Métodos sensoriales

4.3.2.1 La olfatometria

La olfatometria es el método estandarizado utilizado para determinar la
concentracion de olores y evaluar el impacto del olor. Esta metodologia se basa en
el uso de un instrumento de dilucién, llamado olfatdmetro, que presenta la muestra
de olor diluido con aire libre de olor en proporciones precisas, a un panel de
evaluadores humanos. Los examinadores se seleccionan de conformidad con un
procedimiento estandarizado realizado con gases de referencia; los evaluadores
gue cumplen con los criterios predeterminados de repetibilidad y precision son
seleccionados como panelistas. La concentracion de olor, generalmente expresada
en unidades de olor “odor units” (ou / m3) es numéricamente igual al factor de
dilucién necesario para alcanzar el umbral de olor, es decir, la concentracion minima
percibida por el 50% de la poblacién ((NSAI)The National Standards Authority of
Ireland 2003).

4.3.2.2 Valor de actividad de olor

La percepcion del olor es multifacética y compleja, mostrando el papel de los
compuestos altamente olorosos presentes en concentraciones extremadamente
bajas. Patton y Josephson presentaron originalmente el concepto de OAV “odor

activity value”. Se ofrece una advertencia para equiparar la alta concentracion



quimica con el alto impacto (Brattoli et al. 2011) del olor (Rice y Koziel 2015b). El

OAV se define como la siguiente ecuacion:

[concentracion]

0AV = ODT

donde ODT “odor detector threshold” es el umbral de deteccion de olores y se define
como la concentracién de un compuesto detectado por el 50% de la poblacion. Sin
embargo, existe una alta variabilidad entre los ODT reportados incluso en estudios
por los mismos investigadores, claramente existe una necesidad de estandarizar las

metodologias (Rice y Koziel 2015a).

4.3.3 Métodos instrumentales

4.3.3.1 Métodos oOpticos

Algunos ejemplos de detectores Opticos son la espectroscopia Raman portatil para
detecciéon de drogas, otras diversas formas de espectroscopia Raman para
deteccidon de explosivos y fluorescencia Optica; una técnica que emplea radiacién
UV para descomponer los fragmentos que producen fluorescencia en los
explosivos. (Almirall et al. 2012). Las técnicas Opticas generalmente requieren un
tamafno de muestra relativamente grande, en comparacion con otras técnicas de

deteccién de trazas y largos tiempos de analisis.

4.3.3.2 Las narices electronicas

Los sensores para la nariz electronica o “E-nose” pueden dar respuestas
ampliamente ajustadas, como los receptores olfativos en la nariz humana, se basan
en "una serie de sensores electronicos-quimicos con especificidad parcial para una
amplia gama de olores y un sistema de reconocimiento de patrones apropiado
(Gardner y Bartlett 1994).



4.3.3.3 Espectrometria de movilidad i6nica

La espectrometria de movilidad iénica “IMS”, por sus siglas en inglés, es el
instrumento analitico mas utilizado para detectar rastros forenses (principalmente
drogas y explosivos). IMS se basa en la diferencia del movimiento de los iones bajo
la influencia de un campo eléctrico aplicado. La técnica crea iones utilizando
isotopos radiactivos, como el de ?**Am o 3Ni, y como resultado puede operar en
condiciones ambientales, eliminando la necesidad de un vacio como se encuentra
con otras técnicas, como es el caso de la espectrometria de masas (Eiceman,
Karpas, y Hill 2016). Se considera un instrumento ligero y de facil transporte. por

otra parte, carece de especificidad.

4.3.3.4 La extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido se trata de una técnica donde se separa un compuesto
basado en su solubilidad relativa entre dos liquidos inmiscibles entre si. Es una
técnica altamente sensible y selectiva, acoplada generalmente a cromatografia de
liquidos de altas resolucion. Es importante como alternativa cuando es necesario

determinar sélo los acidos organicos volatiles (Angela et al. 2014).

4.3.3.5 Cromatografia gases acoplada a espectrometria de masas (CG/MS)

Una de las favoritas en cuanto a la cuantificacion de sustancias volatiles, se prefiere
por los bajos limites de deteccion, sin embargo, no es un equipo portatil o barato. Y
una de las desventajas relacionadas a los métodos por cromatografia de gases es
gue deben ser altamente especificos para una sola especie quimica, comparado
con una E-nose que puede analizar diversos tipos de analitos a la vez. (Eiceman,
Karpas, y Hill 2016)
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4.3.3.6 Cromatografia de Espacio de Cabeza o “HS-CG”

Cuando se trata de estudiar compuestos volatiles, como alcoholes o acidos grasos
volatiles (C2-C6), la técnica de analisis adecuada es la llamada Cromatografia de
Gases de Espacio de Cabeza o Head Space-Gas Cromatography (HS-GC), la cual
combina la técnica “espacio de cabeza” con la técnica de separacion “Cromatografia
de gases” (Portari, Marchini, y Jordao 2008). El fundamento de esta prueba indica
gue una muestra solida o liquida, sellada en un vial que se mantiene a una
temperatura constante, conseguira un equilibrio termodinamico entre la muestra y
la fase gaseosa (Brattoli et al. 2011). Para estas técnicas, la fase gaseosa a la que
migran los compuestos volatiles desde la fuente o matriz, se le denomina “espacio

de cabeza” como se indica en la Figura 1.

@)
O

Compuestos ] l = tra: matriz solid liquid
volatiles ase muestra: matriz solida o liquida

Figura 1. Representacion del equilibrio termodinamico en el espacio de cabeza.

} Fase gaseosa. (Espacio de cabeza)
O

En el “espacio de cabeza” se establece un equilibrio termodinamico, que existe
cuando se almacena una sustancia en un espacio cerrado, debido a caracteristicas
como pequefio tamafio molecular y baja presién de vapor (Angela et al. 2014).

Los compuestos volatiles que se encuentra en la muestra (fase, fuente o matriz,
sélida o liquida), al cabo de un tiempo difundiran hacia la fase gaseosa, en ese
momento sera posible tomar muestra del analito en el “espacio de cabeza” e
ingresarla en estado gaseoso al cromatografo, mediante una inyeccion (Portari,
Marchini y Jordao, 2008). Comparando la técnica de “espacio de cabeza” contra la
de “inyeccion directa”, en la primera se evita o0 minimiza la deteccidon de sustancias
no volatiles de poco interés, como cuando se trata de muestras complejas, por
ejemplo, muestras clinicas o residuos farmacéuticos. Una de las ventajas de la

técnica HS-CG es que se evita la contaminacion del inyector y, por tanto, se alarga
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la vida de la columna al analizar menos analitos; ademas, destaca por ser una
técnica libre de solventes ya que practicamente no se producen residuos (Angela
et al., 2014).

La separacién de componentes en la columna cromatografica, consiste de procesos
de adsorcion y desorcion; el material que se adsorbe, espontaneamente se desorbe

migrando con el fluido gaseoso a causa de un gradiente de presion (EPA 1999).

El paso de una sustancia volatil al “espacio de cabeza” no sélo depende de su
volatilidad, en general depende de su afinidad hacia su fase original. Las
propiedades termodinamicas del compuesto dictaran como se distribuira entre las
dos fases (matriz y fase gaseosa), la forma mas conveniente de calcular esta
distribucion es a través del coeficiente de particion, simbolizado con la letra K (Tipler
2013).

concentracion muestra fase original

concentracion muestra fase gaseosa (espacio de cabeza)

Con el fin de maximizar la concentracion de sustancias volatiles o de minimizar las
contaminaciones indeseables, para cuantificar el analito, se debe considerar el valor
de K; sustancias con bajo coeficiente de particiéon tienden a incorporarse a la fase
gaseosa mas rapidamente. Es posible disminuir el coeficiente de particion
cambiando la temperatura o variando la composicién de la matriz. La presion de
vapor aumenta con la temperatura y, por lo tanto, el valor de K disminuye,
provocando que una mayor cantidad del compuesto migre a la fase del “espacio de
cabeza”.

Para muestras solidas, el aumentar su superficie de contacto mediante molienda,
aumentara la difusién de los compuestos volatiles que migran de la matriz. Para
algunas muestras, la adicién de agua provocara una competencia por los sitios
activos y se desplazaran ciertos compuestos organicos volatiles (COV) de las
superficies solidas, elevando asi la concentracién de compuestos volatiles en el

espacio de cabeza (Restek Corporation 2000).
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4.4 Firmas aromaticas

Desde otra perspectiva, el olor que emana de una fuente y a un tiempo dado, se
expande en un area indefinida, es dependiente de la concentracion, la velocidad del
aire y temperatura. El patron de difusion del olor emitido se denomina “cono de
esencia’, ya que el movimiento del olor a través del aire esta dado en forma conica.
“El cono de esencia” lo integran el conjunto de compuestos organicos volatiles que
emanan del compuesto padre (Macias, 2009). Por tanto, los canes entrenados

detectan las moléculas en fase gas que emana de la droga o explosivo.

En la busqueda de una mayor comprension de las propiedades aromaticas de los
compuestos volatiles, se desarroll6 el estudio de las “firmas aromaticas”. La “firma
aromatica” es el conjunto de las sustancias volatiles dominantes en el “espacio de
cabeza”, de forma que una determinada sustancia es capaz de provocar respuesta
en métodos instrumentales o bioldgicos.

Las concentraciones de moléculas en el aire de los narcoticos presentan presiones
de vapor bajas (Murray 2003). Su identificacion requiere de métodos altamente
sensibles, como la cromatografia de gases. Recientemente, se han desarrollado
técnicas y equipos sofisticados para mejorar el analisis: incluida la criogenia, la
micro extraccion en fase sélida junto con el muestreo de Head Space automatizado
y cromatografia de gases acoplados a espectrometria de masas (SPME-GC / MS)
(Portari, Marchini, y Jorddo 2008). Esta ultima técnica, muestra un gran potencial de
apoyo a la investigacion y comprension del complicado proceso de deteccion de
olores de los caninos. Sin embargo, el equipo es costoso y requiere personal

altamente capacitad (Norma Lorenzo et al., 2003).

Existen probablemente mas de sesenta detectores que se han utilizado en CG y la
mayoria de ellos se basan en la formacién de iones por algun método. Entre ellos,
el detector de ionizacion de llama (FID) se convierte en el mas popular. (Miller
2009). El método de analisis de acidos volatiles con FID provee de una capacidad

de deteccion suficiente.
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Sin embargo, debemos sefalar que los resultados de las firmas aromaticas de
drogas, pueden variar de acuerdo a los diferentes procesos de fabricacion, agentes
de corte y pureza (Macias 2009), asi como, que la cantidad y edad de la droga cause

que la concentracion de COV cambie (Rice y Koziel 2015a).

4.4.1 Firmas aromaticas de sustancias de abuso

Heroina

La heroina, clasificada como estupefaciente, es considerada una sustancia de
abuso, derivada del opio. La heroina es usada para mialgias y como analgésico en
caso de enfermedades terminales.! Estudios de firma aromatica en heroina,
analizado mediante HS-GC, muestran al acido acético como compuesto dominante,
esto generado del proceso de desacetilizacion de heroina que produce morfina.
Figura 2 (Norma Lorenzo et al. 2003). Los estudios indican que el espacio de
cabeza de muchas muestras de heroina (frescas, bien almacenadas y / o bien
conservadas) posee restos de los diversos solventes utilizados en proceso de
fabricacion (por ejemplo, acetona, éter dietilico, metil isobutil cetona, metil etil
cetona, acetato de etilo) (Chiarotti, Fucci y Furnari, 1991). Los disolventes que se

utilizan difieren segun la region de origen de la heroina.

0y,
in,,, - HOy, ”
1,
- N ’ e
Hy = = = N
—_—
° +2CH;COOH
)}\O
HO
Heroina Morfina

Figura 2. Estructuras de heroina y morfina como producto desacetilizacion.

1 drugbank.ca/drugs/DB01452.
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Cocaina

La cocaina clasificada como estupefaciente, es un alcaloide de tipo ecgonina.
Usado como anestésico local y vasoconstrictor con efectos en sistema nervioso
central, altamente adictivo.? Los estudios han demostrado que la exposicion del
clorhidrato de cocaina, a condiciones ambientales normales, producira benzoato de
metilo como producto de degradacién. El benzoato de metilo referido en Figura 3,
tiene una tasa de disipaciéon de 62 ng/mint a 40 ° C, con 80% de humedad relativa.
Esto es detectable ya que el benzoato de metilo tiene una presion de vapor muy
alta, 0,38 Torr a 25° C (Kuhlman et al. 1997).

O

/ o}
i Metil benzoato
Cocaina

Figura 3. Metil benzoato. Componente principal en el espacio de cabeza de la cocaina.

Metanfetaminas

Las metanfetaminas estan clasificadas como psicotropicos con efecto
simpaticomimético y psicoestimulante, usado en el tratamiento de déficit de
atencion, altamente adictivas.® En el caso de la familia de las anfetaminas, también
conocida como éxtasis, se han encontrado diversas rutas de sintesis, las cuales
tienen en comun el safrol, isosafrol y piperonal, este ultimo un aldehido. En el caso
de MDMA o 3-metoxi-4,5-metilendioxianfetamina su alta polaridad y baja presion de
vapor hacen que la micro extraccion en fase soélida (SPME) de las tabletas sea
ineficaz. Afortunadamente, la alta presion de vapor del piperonal (1.0 mmHg a 87
°C), permite analizar el espacio de cabeza por muestreo de SPME. A través de

ensayos caninos, asi como analisis SPME-GC /MS. Los compuestos principales

2 drugbank.ca/drugs/DB01452
3 https://www.drugbank.ca/drugs/DB01577.
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encontrados en el espacio de cabeza de MDMA se han identificado como piperonal
y 3,4-metilendioxi-fenil-2-propanona (MD-P2P) (Norma Lorenzo etal., 2003),

sefialados en la Figura 4.

o, 3,4-metilendioxifenill-2-propanona

> Vi

(0]

MDMA k
(©)

piperonal

HoN

Figura 4. MDMA y sus componentes principales en su espacio de cabeza.

Marihuana

La marihuana es una sustancia de abuso, usada experimentalmente para tratar
dolor crénico, espasticidad, inflamacion, epilepsia y nauseas y vomitos inducidos
por quimioterapia*. Hasta 2008, en el articulo publicado por (Lai, Corbin, y Almirall
2008), se consideraban como compuestos responsables del olor de la marihuana,
al limoneno, a / B-pineno, y B-mirceno, expuestos en la Figura 5. No obstante, un
estudio generd controversia al utilizar el analisis quimico y sensorial simultaneo,
para analizar los volatiles del espacio de cabeza de la marihuana, si bien comprobd
la presencia de los compuestos antes mencionados no indicé que produjeran una
respuesta sensorial (Rice y Koziel 2015b). En dicho trabajo, se detecté mas de 240
compuestos emanados por marihuana y se public6 que sélo el 9% de los
compuestos quimicos, detectados por espectrometria de masas en el espacio de
cabeza de marihuana, tenian un aroma asociado; el 75% de los compuestos no
tenia un aroma asociado y el 16% de los compuestos registrados tenian una sefial
de deteccion baja pero un aroma detectado. Los autores generaron una lista de los

compuestos claves responsables del olor de marihuana basada en su relacién

4 https://Iwww.drugbank.ca/drugs/DB14009
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concentracion quimica/respuesta sensorial o bien OAV siendo la siguiente: 1)
Benzaldehido, 2) Mirceno, 3) Decanal, 4) Heptanal, 5) Antranilato de metilo, 6)
Octanal, 7) Hexanal, 8) Metilisohex-enil cetona, 9) Linalool, 10) B-Cariofileno, 11) a
-Humeleno y 12) Acido acético. Concluyeron que los volatiles mejor clasificados no
estan de acuerdo con lo que actualmente se conoce como compuestos olorosos

clave, responsables del olor a marihuana.

SR

f—mirceno a-pineno B-pineno

e

limoneno

Figura 5. Compuestos encontrados en el espacio de cabeza de la marihuana.

Tabla 1. Listado de los compuestos dominantes en el “espacio de cabeza” de algunas
sustancias de abuso y explosivos. Traducido de (Macias 2009).

Sustancias de | Cocaina Metil benzoato Acido benzoico
abuso. Heroina Acido acético NA
Metanfetamina  Benzaldehido
MDMA Piperonal Acido benzoico
Marihuana B -pipeno Limoneno
cariofileno Mirceno
Explosivos TNT-explosivos  2-4 dinitrotolueno
PBX. (explosivo  2-etil-1 hexanol Polvo sin humo
en polvo
aglutinado)
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4.4.2 Uso de firmas aromaticas en entrenamiento zootécnico

Olores emanados por narcéticos, explosivos o incluso cadaveres son percibidos por
“detectores bioldgicos” (perros, ratas o cerdos), a menores concentraciones de las
que los humanos somos capaces de detectar. Los umbrales de deteccion de olores,
para los caninos, son hasta 10 érdenes de magnitud mas bajos que de los humanos,
en el caso de odorantes comunes como los acidos grasos volatiles (Neuhaus,1953).
Por ejemplo, se determiné que los caninos entrenados requieren al menos 10 ng/s
de benzoato de metilo, compuesto organico volatil que alerta sobre la presencia de
cocaina (K. G. Furton et al. 2002); en otra investigacion, los limites de deteccion de
nitroglicerina (NG) y benzoato de metilo por caninos entrenados, se ubicaron en el

rango de 10 ppb (parte por billon).

Los caninos poseen excelentes limites de deteccidn que dependen del compuesto
objetivo y se refieren valores de 500 ppt (parte por trillon) para 2,4-DNT y 2,3-dimetil-
2,3-dinitrobenceno (DMNB) (Johnston 1999).

N Lorenzo y Hsu, YL (2002), publicaron el éxito para la deteccion de piperonal, por
caninos entrenados en busqueda de éxtasis. El hecho se explica por la presencia
dominante de piperonal en el espacio de cabeza de farmacos que contienen 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA), como para la droga éxtasis. Al aio siguiente,
Norma Lorenzo et al. (2003) demostré que los caninos muestran una respuesta
sobre la presencia de piperonal a una concentracién de 10-100 mg, en tabletas de
MDMA.

Por su parte, utilizando SPME-GC-MS, K. G. Furton et al., (2002) mostré que el
compuesto quimico benzoato de metilo tiene presencia dominante en el espacio de
cabeza de muestras de cocaina (base y variedades de sal). El benzoato de metilo
se introdujo en pruebas de campo para evaluar el reconocimiento del benzoato de
metilo con caninos entrenados. Se concluyé que el benzoato de metilo es un

imitador de ayuda, preciso y confiable, para el entrenamiento para la cocaina. el
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compuesto es capaz de alertar a los detectores biolégicos (Macias 2009). Los
resultados sugieren y que la dosis efectiva para el 50% de los animales analizados
es de aproximadamente 1 ug de benzoato de metilo. Se conoce que existen
impurezas en las muestras de cocaina, por ejemplo: en acido benzoico,
anhidroecgnoninmetil éster, anhidroecgonina, acido trans-cinamico, ecgoninemetil
éster, ecgonina, pseudoecgonina (Casale 1991). El estudio realizado por Furton los
perros no mostraron respuesta para 1 mg de acido benzoico ni para 1 mg acido
trans-cinamico. Uno de los perros del estudio mostré respuesta a la mezcla de acido

benzoico y metil benzoato.

Se ha informado que los VOC en el espacio de cabeza de marihuana consisten de:
limoneno, a-pineno, B-pineno, B-mirceno, B-ocimeno, B-cariofileno, a-cariofileno,
entre otros compuestos (Rice y Koziel 2015c¢).

Macias (2009) dijo que una mezcla de a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno y -
cariofileno, asociados con marihuana, mostré respuestas de alerta baja cuando se
probd en el campo con perros de deteccion de narcéticos. En un estudio posterior,
Rice y Koziel (2015b) sugieren que se debe centrar mas la atencidén en los
compuestos con alto olor, tipicamente presentes en bajas concentraciones, como
nonanal, decanol, o-cimeno, benzaldehido, que tienen un impacto de olor mas
potente que los volatiles del espacio de cabeza de marihuana, comentados

anteriormente.

Dado que el acido acético es el compuesto dominante en el espacio de cabeza de
la heroina, Macias (2009) realiz6 un estudio donde evaluo la respuesta de los canes
a diferentes diluciones con vinagre (concentracion de acido acético entre 4-18%).
Durante las pruebas de campo ningun perro mostro respuesta hacia las diluciones,
asi que genero dos teorias: la cantidad de acido acético no estaba en el rango
adecuado para imitar heroina o bien el perfil de olor de la heroina, tal como lo
reconocen los caninos detectores, es mas complejo que el compuesto solitario acido
acético. A la par, realizd6 otro experimento donde 6 de 14 caninos vincularon

respuestas sobre una mezcla de 50% de acido acético y 50 % de acido salicilico.
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Dentro del estudio de Macias, el acido salicilico fue el segundo compuesto mas
abundante detectado dentro del espacio de cabeza de un imitador de heroina,
analizado por SPME-CG; sin embargo, el acido salicilico no se detecté en muestras

de heroina y no se ha informado en estudios anteriores.

4.5 Sistemas de liberacion de firmas aromaticas en la actualidad

Dada la informacion generada por el estudio de firmas aromaticas, se diversificaron
productos que imitaran drogas, explosivos, cadaveres, entre otros. Una "imitacion
de olor" es una imitacion o simulacion que incorpora los compuestos dominantes
que se encuentran en el espacio de cabeza del compuesto real y puede usarse en
su lugar. Se consideran una ayuda de entrenamiento y / o un estandar de calibracion

para detectores biolégicos e instrumentales (Macias et al. 2010).

Algunas practicas consisten en impregnar dichos compuestos en gasas o
adsorberla en otros materiales. EI método oOptimo de presentacion de estos
productos depende de la forma fisica de los compuestos quimicos que comprenden

el imitador del olor, es decir, forma sélida grande, en polvo o liquida.

La adsorcion es un proceso exotérmico y el método mas tradicional para adsorcion
de carbonos organicos volatiles. El carbon activado, el tamiz molecular y el gel de
silice son materiales porosos con una area de gran superficie para la adsorcidon
fisica y quimica. La adsorcion fisica implica que los COV quedan atrapados en
materiales adsorbentes sin cambiar su forma original y pueden ser desorbidos

facilmente por calor o vacio (Environmental Protection Agency 1999).

Los materiales para contenedores de olor y las lineas de muestreo deben ser
inodoros, sufrir reacciones fisicas o quimicas minimas con la muestra de aire y tener
una baja permeabilidad, para minimizar las pérdidas de muestra por difusion y / o

adsorcion. Los contenedores mas utilizados incluyen latas de pintura, cajas de
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fragancias, jaulas de fragancias, tuberias de PVC, tubos de permeacion y polimeros
(Macias 2009).

Un ejemplo de los sistemas poliméricos existentes es el sistema de permeacion
mimeética de olor controlado o también llamados (COMPS) por sus siglas en inglés.
Los COMPS consisten en una bolsa polimérica permeable de polietileno de baja
densidad. En un estudio realizado por Macias et al. (2010), quien buscaba calibrar
con ayuda de COMPS los limites de deteccion de caninos, se incorporé diferentes
gramajes de piperonal al 99% en bolsas poliméricas, los resultaron arrojaron que el
60% (3/5) de los perros mostraron una respuesta por los dispositivos COMPS que
contenian 80 mg y 120 mg de piperonal. Los COMPS ofrecen la presentacion del
imitador del olor con una liberacion controlada que permite un suministro medible y
reproducible del olor, no obstante, a la par el mismo experimento se realizd en otro
laboratorio y no coincidieron los resultados, atribuyendo a que se habian obtenido
las bolsas de polietileno de baja densidad de otras fuentes.

Estudios indican que un perro entrenado con estos imitadores o pseudos, también
responderian de la misma forma a las sustancias ilicitas reales. Sin embargo,
existen autores que ponen en duda la efectividad de estos imitadores. Rice y Koziel
(2015a), menciona que las sustancias mas abundantes encontradas en una firma
aromatica pueden enganar al investigador cuando se trata de encontrar el olor
completo de alguna sustancia. Las formulaciones de aroma sustituto/pseudo deben
coincidir con el impacto del olor de los compuestos clave y no sélo con la abundancia
quimica de los compuestos, supone que algunas formulaciones con aroma sustituto
no funcionan ya que sobrecargan la matriz con algun olor/aroma abundante el cual

resta de importancia.

4.4.2 Productos comerciales imitadores de drogas y/o explosivos

Hasta la conclusién del presente trabajo no se encontraron referencias cientificas
gue validen las promesas publicitarias de los productos imitadores como: duracién

del producto, baja tasa de contaminacién y consistencia de la firma aromatica,
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durante el tiempo que indican la vida util del producto. Los consumidores critican la
corta duracion de algunos de estos productos una vez expuestos al trabajo de
campo ya que la desorcion no se realiza de manera controlada a través del tiempo,
situacion que aumenta la variabilidad de molécula emanada del producto, por lo que
no existe un estandar o calibracidn. Se ha planteado la hipotesis de que los caninos
gue entrenan en niveles variables de olor, generalmente reconoceran y alertaran
sobre un rango mas amplio de olor que los caninos que sélo entrenan en una sola
cantidad de olor (Macias et al. 2010), por lo que una ventaja del entrenamiento con

polvos parte de la posibilidad de variar las cantidades a utilizar.

El acceso a informacion como composicion y desarrollo de estos productos esta
limitada. A continuacién, se presentan algunas marcas e informacion proporcionada
por los sitios web, de manera muy general, sobre su composicion, tipo de

almacenamiento e indicaciones de uso:

% Scent logicX MR, imitador en polvo, que no especifica su material adsorbente, se
encuentra colocado en una bolsa aluminizada e indica almacenamiento en

refrigeracion.

>

% SokksMR, comprende un sistema de entrenamiento en el que se introducen
microparticulas especificas, de varios materiales activos reales, en un sélo
producto, afirma ser de alta pureza y, con un adecuado almacenamiento,
asegura baja tasa de contaminacion debido al cierre que posee su envase, no al
sistema por si mismo. Sefala que el producto puede usarse cerca de 10 veces,
no obstante, no hace referencia a los intervalos de tiempo de uso, asi que se
vuelve una cifra ambigua. Requiere almacenarse en un lugar frio y oscuro, indica
gue no debe exponerse a luz brillante y altas temperaturas durante largos
periodos de tiempo.

% Truescent k9MR es una marca que incorpora explosivos, en un diluente inodoro,
colocados en una bolsa que permita dispersar la firma del aroma durante el
entrenamiento, sefiala que cuando se manipulan y almacenan adecuadamente

(refrigeracion) son estables cerca de un afo, se menciona una degradacién en
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7 dias a altas temperaturas (temperatura no indicada), refiere una degradacion
completa en 21 dias a temperatura ambiente y en refrigeracion reporta que un
50% de degradacion, en 90 dias. Por otra parte, no indica la relacién que existe
entre la cantidad degradada y la permanencia de una esencia confiable para el

entrenamiento.

NESTT MR es un producto desarrollado por la universidad de Lawrence
Livemore, California. Sus dos presentaciones estan disponibles en una lata
metalica, una matriz de silice recubierta y una base de vaselina. La silice
recubierta se fabrica recubriendo silice con compuestos nitrogenados
(nitroaminas, ésteres de nitratos y nitratos de potasio) y cloratos de potasio. La
base de vaselina NESTT se prepara dispersando los mismos agentes en una
base de cera ligera. Sus productos estan avalados por investigacion donde sé
determinaron los limites de deteccion de nitro metano en pruebas con perros y

confirmadas por estudios de Head Space.

Sigma pseudo MR, productos de silice y celulosa microcristalina, que adsorben
las moléculas referidas a las firmas aromaticas; se reporta que sus productos
liberan una cantidad de esencia confiable para entrenamiento, en un periodo de
30-45 minutos. Existen articulos cientificos en la literatura en los que se estudian
los compontes volatiles de sus formulaciones, analizados por técnicas como
inyeccion directa, SPME, purga y trampa, y desorcion térmica seguida de

cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas (GC / MS).

En el trabajo publicado por Rice y Koziel (2015a), donde se compara drogas
reales con imitadores de ayuda, se utiliza las formulaciones de Sigma Pseudo
como margen de comparacion (Tabla 2); el articulo evidencia pocas similitudes
entre ellos y las drogas reales. No obstante, encuentra la formulacion de heroina
como la mas acertada y sugiere que para empatarla con heroina real deberia
anadirse COV'’s, en orden decreciente: isobutiraldehido, acido acético y acético
anhidrido
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Tabla 2. Algunas de las formulaciones listadas de Sigma Pseudo VR

Sustancia ilicita a imitar % De inclusion de %Adsorbente %Diluente

Sigma Pseudo MR COV's (silice coloidal (celulosa

pirogénica) microcristalina)

Cocaina Metil benzoato. (0.1%) 1 98.9
Acido Benzoico
Heroina Acido Acético (0.3%) 0.3 74.1
O-Acido acetilsalicilico
(25.2%)
3,4- Piperonal No No determinado
Metildioximetanfetamina |  Piperonil Metil Cetona determinado
Marihuana Butano 2,3 diol (0.4%) 1 98.5
p-menta-1,4-dieno
(0,1%).

4.5 Polimeros de impronta molecular

Es conocida la unién especifica y la afinidad que existe entre los antigenos y los
anticuerpos, por lo que la ciencia se ha dado a la tarea de crear entidades sintéticas
gue imiten la accién de enzimas y anticuerpos. Una atractiva aproximacion sintética
es la “impronta molecular”, que se refiere al concepto de preparacién de sitios de
reconocimiento selectivo hacia un sustrato, en una matriz polimérica utilizando una

molécula como horma o molde.

Los polimeros de impronta molecular o abreviados MIP’s, son polimeros altamente
reticulados que muestran reconocimiento molecular selectivo para una especie
quimica en particular; tienen cavidades complementarias en geometria e
interacciones atractivas, esto les confiere selectividad: moléculas mas grandes no
cabran en las cavidades y mas pequefias no tendran interacciones bien orientadas,

por lo que una molécula complementaria maximizara las interacciones favorables.
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Estas cavidades de reconocimiento pueden ser formadas a través de un proceso de
impronta, la mas usual es la no covalente donde la molécula de impronta interactua
como una porcion complementaria de uno o varios monémeros funcionales a través
de la interacciones no covalentes, generalmente dipolos, electrostatica, o enlace de
hidrégeno, etc. (Garcia, Cabrita y Costa Freitas, 2011); dicha molécula interacciona
con monomeros funcionales para dar un ensamble de preorganizacion.
Posteriormente, se agrega un entrecruzador y un iniciador de polimerizacion, lo mas
comun es por radicales libres. El poro es formado al retirar la molécula plantilla a

través de lavados.

Los MIP presentan una unién preferencial reversible, la union incluye tanto afinidad
como especificidad del polimero impreso por su molécula plantilla (Murray, 2003).
Los MIP’s en contraste con los anticuerpos naturales, muestran muchas ventajas,
tales como alta estabilidad quimica, excelente reutilizacion, sintesis relativamente

sencilla, reproducible y de bajo costo (Gu¢ y Schroeder, 2017).

4.5.1 Sintesis de un polimero de impronta molecular

La mezcla de reaccion de polimerizacion para la preparacion de la MIP esta
constituida por un mondmero funcional polimerizable, la molécula de impronta,
agentes de entrecruzamiento para proporcionar una estructura suficientemente

rigida, solvente inerte y un iniciador de radicales libres u otro apropiado.

Dado que la interaccién entre la molécula horma y el monémero es crucial para el
proceso de reconocimiento, debe elegirse el monémero adecuado para el proceso
de impronta en la sintesis. Los mondmeros generalmente se dividen en: acidos,
basicos y neutros. El mondmero acido mas popular es el acido metacrilico (MAA),
mientras que entre los basicos es el mas popular es 2- o 4-vinilpiridina (2-VP o 4-
VP)(Gu¢ y Schroeder 2017), esto se debe a que la rapidez de copolimerizacion con
los entrecruzadores mas comunes, son similares, dando de esta manera

copolimeros alternados preferencialmente, en vez de en bloque.
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Si bien se prefiere la polimerizacion por radicales libres, también se pueden
seleccionar monémeros que se polimerizan cationicamente o anionicamente.
Deben seleccionarse condiciones de polimerizacion que no afecten negativamente
a la molécula horma. Cualquier iniciador de radicales libres UV o térmico conocido
puede usarse para iniciar este método. Los ejemplos de iniciadores térmicos y UV
incluyen: peroxido de benzoilo, peréxido de acetilo, perdéxido de laurilo,
azobisisobutironitrilo (AIBN) etc.(Murray 2003).

El esquema mas comun de sintesis de polimeros de impronta molecular se ilustra
en la Figura 6, donde se parte de una horma o plantilla, se genera un pre-ensamble
con moléculas capaces de interaccionar con la horma y que también contienen
dobles ligaduras, que son las que posteriormente copolimerizan con el
entrecruzador, que esta en la mayor proporcion y le dara cuerpo al polimero. Se
remueve la horma y los oligdmeros y disolvente de reaccion, dejando el polimero

con huecos especificos a la horma con la que se sintetizé.

.

Entrecruzador

‘ E i t Ensambl:du F

Molécula Monomero
molde/horma funcional

Extram:mn de la horma
' R-E.umnn de la horma

MIP MiP

Polimerizacién

|

Figura 6.Representacion general de sintesis de polimeros de impronta molecular no

covalentes.
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El papel del solvente, en el proceso de impronta, esta relacionado con la formacion
del poro incluyendo que debe ser capaz de solubilizar a todas las entidades
(monomero, plantilla, iniciador y entrecruzador) en la misma fase. Los solventes mas
comunes utilizados para la sintesis de MIP son tolueno, cloroformo, diclorometano

y acetonitrilo (Garcia, Cabrita, y Costa Freitas 2011).

Se puede usar cualquier relacion entre el mondémero funcional y el entrecruzador.
Los expertos en la técnica pueden seleccionar proporciones adecuadas de
monomeros para proporcionar la integridad estructural deseada, una proporcion
muy usual es la proporcion molar 1:4:20 de horma, mondmero funcional y

entrecruzador respectivamente (Murray 2003).

El parametro principal que describe la eficacia del proceso de impronta se llama
factor de impresion. En términos simples, el factor de impresion se define como una
relacion de la capacidad de unién de la plantilla en el polimero impreso a la
capacidad de union de la plantilla en el polimero de referencia sin impronta. Por lo
tanto, la sintesis del polimero sin impronta tiene que llevarse a cabo en las mismas

condiciones omitiendo la adicion de la molécula horma (Lulinski 2017).

4.5.2 Aplicaciones de polimeros de impronta molecular

Los polimeros de impronta molecular han demostrado ser un método poderoso de
separacion de especies y catalisis.(Karsten y Mosbach 2000). La mayor parte de los
sistemas estudiados a la fecha de polimeros de impronta molecular son no
covalentes y han sido propuestos como una novedosa herramienta para nuevas

metodologias analiticas.

4.5.2.1. Aplicaciones de MIP’s como adsorbentes de moléculas volatiles.
Se ha encontrado que los MIP, también adsorben sustancias en fase gas, en forma
tan efectiva como en la fase de disolucién de hecho, los MIP’s han jugado un papel

importante de deteccion en fase vapor y fase gas para control de calidad del aire;
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en la deteccion de explosivos y agentes de guerra, ademas de otras importantes

aplicaciones (Liang, Chen, y Qin 2015).

Una aplicacién de MIP como material adsorbente de compuestos volatiles, es el
desarrollo de un filtro para mejorar la discriminacién de olores, que consté de la
combinacion de un adsorbente (polidimetilsiloxano) junto con una capa MIP,
dispositivo llamado MIFA. En este trabajo se generaron polimeros de impronta de
dos tipos; compuestos de acido poliacrilico (PAA) y acido metacrilico (MAA)
resultando en un filtro con alta especificad hacia las moléculas molde que fueron

tanto alcoholes como acidos grasos (Shinohara et al., 2016).

Murray (2003) y colaboradores, patentaron un dispositivo que detecta cocaina en
fluidos (sangre u orina) ya que funciona uniendo selectivamente los vapores de metil
benzoato, un producto de degradacion de la cocaina, a un polimero luminiscente de
impronta molecular. El polimero posee al ion lantanido Eu3*, luminiscente al UV,
como en un complejo de coordinacion tiene impronta con metil benzoato. Para la
polimerizacion se utilizé una mezcla de ligandos sustituidos con vinilo, copolimeros

de estireno, asi como divinil benceno como entrecruzador.

Para la identificacion de terpenos en fase gas, se fabricé un sensor de microbalanza
de cristal de cuarzo (QCM) cubierto por un polimero de impronta molecular (MIP)
para terpeno. El sensor MIP-QCM fue disefiado para mejorar la selectividad del
sensor, la membrana MIP contenia el acido metacrilico, que formaba cavidades
especificas originadas por la molécula objetivo (Kikuchi, Tsuru y Shiratori, 2006).
Este diseno puede ser util para detecciéon de marihuana dado el contenido en

terpenos en el espacio de cabeza de la sustancia de abuso.

El uso del MIP como adsorbente de volatiles se ha desarrollado e implementado
continuamente, no obstante, a la fecha no se ha reportado el uso de polimeros de
impronta molecular como sistemas de liberacion de olores, ni se han enfocado

estudios sobre sus perfiles de desorciéon en medios no acuosos.
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5. Metodologia

5.1 Reactivos

Acido acetilsalicilico (AAS) al 99%, 4-vinilpiridina (4-VP) al 97%, dimetilacrilato de
etilenglicol (EGDMA) al 98%, Gel de silice (Sigma Aldrich); acrilamida (AA) al 98%
(Fluka analytical), azobisisobutironitrilo (AIBN) al 98% (Akzonovel), Metil benzoato
(MB) al 99% (Alfa Aesar). Acetonitrilo (ACN), acido acético (AcOH), acetona, etanol
(EtOH) (J.T Baker R.A), acido fosférico y Metanol (MeOH) grado QP. Los reactivos

y disolventes se emplearon sin purificacion previa a su uso.

5.2 Equipo

Multiagitador IKA modelo RO5PS1, centrifuga Gilson GMCLab modelo F,
Moledora Cole Palmer. Espectrofotometro UV /visibleOcean optics DT-mini 2GS.
Termo agitador Biobase modelo BJPX-1008.

5.3 Método de polimerizacion

El método de polimerizacion aplicado fue por radicales libres, utilizando la
estequiometria 4:20:1 entre mondmero, entrecruzador y horma, respectivamente,
para fabricar el llamado MIPs.vp, para la adsorcion de metil benzoato; y la
estequiometria 3:15:0.5 para fabricar el MIPaa, destinado para la adsorcion de acido
acetilsalicilico. La sintesis se llevd a cabo mediante la siguiente reaccion y se detalla

en la Tabla 3.

4(4-VP) +20(EGDMA) + 1MB %» MIPavp

24h
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3(AA) + 15(EGDMA)+ 0.5(AAS) % MIPaa

24h

Tabla 3. Metodologia de sintesis de MIP’s

Disolucion de monémero, entrecruzador, plantilla e iniciador de la
polimerizacién (tubo de ensayo de 10 mL con tapon de rosca).
Proceso de sonicaciéon por 10 min. Luego, desoxigenacion con
nitrégeno durante 5 min. Posteriormente, se colocé en la
incubadora y la polimerizacion se realizé a 65°C, durante 24 h

Polimerizacion

Molienday Rotura del tubo, el monolito resultante se trituré en molino. Lavado
. del polimero con 20 mL de EtOH y acetona, para eliminar los
tamizaje e . . : . :
ultimos residuos sin reaccionar. Tamizado del polvo fino resultante
con malla de 250 micras. Colocacion de las particulas tamizadas
en saco de extraccion de celulosa.
Lavado Remocion de la horma por Remocién de la horma en

sucesion de lavados con etanol
a T.A., durante 3 horas.
Monitoreo de metil benzoato
(MB) eliminado mediante un
espectréometro UV.

Soxhlet con una mezcla de
MeOH / AcOH (7: 3,v /v), a 105
°C, durante 48 h. Monitoreo de
AAS eliminado mediante un
espectrémetro UV.

Nota: Como referencia, se prepard un polimero no improntado (NIP) de la misma manera
gue la descrita para el MIP.

5.4 Estudios de adsorcion

Los estudios de adsorcidon se realizaron para determinar la cantidad de molécula
molde adsorbida por los MIP al llegar al equilibrio en sistemas acuosos. De la misma
forma, se utilizé para evaluar el efecto de impronta comparando su capacidad de
adsorcién contra un polimero sin impronta. Los equilibrios referidos se muestran a

continuacion:

MIP4-vp (s)+ MB (acy < MIP4.vp=MB (s)

MIPaa (s) + AAS (ac) <= MIPaa-AAS ()
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Los estudios se realizaron por triplicado en un multiagitador magnético, con control
de temperatura a 25°C. Se colocaron 20 mg de una muestra de MIP o NIP, en un
vaso con 9 mL de una solucién estandar, de concentracién conocida de AAS, para
el polimero MIPaa, y de metil benzoato para el polimero MIP4.vp. Se monitored, por
espectroscopia UV-visible los cambios registrados en la absorbancia a través del
tiempo, hasta que no hubo un cambio en su valor. El experimento se siguié de

acuerdo con las condiciones indicada en la Tabla 4.

Tabla 4. Metodologia de estudios de adsorcion de MIP's

Condiciones MIP AA MIP 4-VP
Concentraciones usadas | [ AAS]entre 50-160 mg/L | [ MB ] entre 0.018-0.075
curva de calibracion en agua destilada, ajustada | pL/mL en agua destilada
a pH 3 con acido fosférico
Solucion estandar 1000 mg AAS /L de agua 0.6 uL de MB /mL de agua
destilada ajustada a pH 3 destilada
Tiempo total de muestreo 7 horas 3 horas
Preparacién de la Alicuota de 2 mL en cada tiempo de muestreo.
muestra Centrifugacion a 6,000 RPM, durante 3 minutos.
Filtrar sobrenadante en filtro de pirinola de 0.22 um.
Dilucién requerida para 200 uL/2000 uL 500 uL/2000 uL
lectura
Longitud de onda maxima 274.66 nm 273.75 nm
de absorcién

5.5 Estudios de desorcion de metil benzoato del MIP4-vp

Para evaluar la liberacion del metil benzoato, se efectuaron estudios de desorcion

desde la matriz polimérica a través del tiempo, como se muestra a continuacion,
MIPave = MB) <2 MIPavp s + MBgt

Para ello se consideré a la cantidad liberada o desorbida como la diferencia

existente entre la cantidad inicial adsorbida y la cantidad adsorbida a un tiempo “n”,
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5.5.1 Preparacion del lote de metil benzoato adsorbido a MIP4.vp
Sobre el MIPs.vp se vertid una cantidad de 70% de MB, con respecto al peso de
polimero disuelto en 3 partes de etanol, y se dejo evaporar etanol por 24 horas,

hasta sequedad.

5.5.2 Condiciones a evaluar

5.5.2.1 La desorcion en un sistema abierto.

En un vial de vidrio abierto, se colocé MIP4.vpy sSe mantuvo a temperatura ambiente
por siete dias, donde sélo el primer dia se monitore6 de las 0.00 a 9.00 horas y el
resto cada 24 hrs. hasta completar una semana. El muestreo se hizo tomando 40

mg de MIP por triplicado.

5.5.2.2. La desorcion durante el almacenamiento

Se coloco la misma cantidad de MIP4.ve en tres viales de vidrio iguales, bajo las
siguientes condiciones: vial cerrado en refrigeracion, envase cerrado a temperatura
ambiente y envase abierto a temperatura ambiente. Pasada una semana se tomo

muestra de 40 mg de MIP por triplicado.

5.5.3 Método de extraccion de metil benzoato adsorbido a MIP4.vp

La desorcion se determind mediante extracciones multiples. Cada muestra de 40
mg de MIP4.vp, se colocd un saco de celulosa, este se introdujo en un vaso de 50
mL donde se adicionaron 20 mL de una solucién (1:1) metanol: agua,
posteriormente, se sellaron los vasos con parafilm y se agité en un agitador orbital
a 100 rpm, a temperatura ambiente. En un tiempo total de seis horas; cada dos
horas se reemplazé completamente el medio y se tomo6 una muestra de 2 mL. La
lectura de la muestra se efectud en un espectro UV/Vis. Los resultados se

interpolaron en una curva de calibracién.

Nota: se realizé el mismo experimento bajo las mismas condiciones con silice gel

60, como un adsorbente de referencia.
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5.6 Estudios por cromatografia de espacio de cabeza para

analisis de acido acético.

Estos estudios se realizaron en un Cromatégrafo de gases Agilent Technologies,
serie 7890A, equipado con un detector de ionizacion de flama (FID) y con una
columna capilar Stabilwax-DA (I: 30 m, DI: 0.25mm, Df: 25um). Las condiciones
cromatograficas fueron las siguientes: temperatura de inyector a 250°C,
temperatura de horno a 145°C, temperatura de detector a 250°C; Gas acarreador:
nitrogeno, presion constate, velocidad linear de 40 cm/sec. Inyeccion manual, cuyo
volumen de Inyeccion fue de 500 pL de muestra en fase gas. La inyeccion fue en

modo split con un radio de 1:50. Tiempo de la corrida de 5 minutos.

5.6.1 Toma de muestra de espacio de cabeza

Se pesa 1 g de muestra de MIPaa y se coloca en un vial de 10 mL, seguido se tapa
con un septum de PTFA, con una pinza engargoladora se coloca un arillo metalico
en el vial. Posteriormente, se sumerge en un bafo de aceite a 85°C durante 10
minutos, la temperatura se guio por un termopar. Transcurrido el tiempo se inserta
la jeringa cromatografica Hamilton (modelo 750N) a través del septum, para tomar
un volumen de 500 pL de gas del espacio de cabeza e inmediatamente se inyecta
al cromatégrafo. La jeringa se mantuvo a la misma temperatura que el bafo para

prevenir la condensacion en la pared.

5.7 Espectroscopia Infrarroja (FTIR por ATR)

La Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier y Reflectancia Total
Atenuada, se llevd a cabo por reflectancia ATR, en un espectrofotometro de FTIR,
modelo 4000, de Perkin-Elmer. La toma de datos se realizé en una escala de 4000
cmthasta 400 cm™. Las muestras solidas fueron colocadas en la celda de ATR sin

preparacion o dilucion.
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6. Resultados- Discusion

6.1 Sintesis del polimero de impronta molecular para adsorcion de

metil benzoato.

El interés en desarrollar un MIP para adsorcién de metil benzoato, partid de la
necesidad de imitar la firma aromatica de cocaina, compuesta principalmente de
esa sustancia volatil, que el perro entrenado es capaz de interpretar como si se

tratara de la sustancia de abuso (Figura 7).

O

Horma: metil
benzoato

~
\

Py

0
Cocaina / O

Figura 7. Uso del polimero MIP4.vp como imitador de cocaina
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La matriz polimérica del MIP-4.ve cuenta con poros especificos para adsorber metil-

benzoato, molécula volatil que se desorbe y es identificada por el can como cocaina.

6.1.1 Sintesis del MIP4-VP para adsorcion de metil benzoato

El mondmero seleccionado para esta impronta fue la 4-vinil piridina, es un
mondmero de tipo basico Brgnsted-Lowry, fue elegido dado que el nitrégeno en su
estructura es capaz de actuar como donador de pares de electrones y su anillo de
benceno es capaz de brindar el grado de hidrofobicidad requerido para interactuar

con la molécula horma, metil benzoato.

La relacion del monomero-entrecruzador-horma utilizada fue 4:20:1 puesto que es
la mas popular para la mayoria de los polimeros. La horma es quien genera el poro
dentro de las cavidades, una vez extraida la horma se espera que permanezca el
poro en la matriz polimérica; el monémero se coloca en exceso respecto a la horma
para asegurar las interacciones y el entrecruzador se coloca en una alta proporcion
ya que forma la mayor parte del cuerpo del polimero. Las posibles interacciones que

podrian darse entre mondmero (en color azul) y horma se muestran en la Figura 8,

Zun

Figura 8. Posibles interacciones entre metil benzoato y 4-vinil piridina en la matriz
polimérica
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La letra (A) representa la interaccion por enlaces tipo 11-1r; la letra (B) a la interaccion
existente entre el par electronico del nitrégeno y el carbono con el 3+ del grupo
carboxilo del metil benzoato; y la letra (C) a la interaccién de los pares electrénicos
del nitrogeno la de 4-VP con el anillo de benceno, favorecido por el ambiente
electrostatico que existe. La estequiometria de las interacciones horma: plantilla es

desconocida y se requiere de otro tipo de analisis para su determinacion.

La relacién entre el entrecruzador EDGMA y mondmero fue 20:1, por lo general, se
utilizan relaciones de mayor reticulacion para acceder a materiales porosos (tipo

macroporosos) con permanente estabilidad mecanica.

En el caso de que fuerzas hidrofébicas estén involucradas, en cuanto al monémero-
horma, se sugiere el uso de solventes proticos o polares (Vasapollo et al. 2011), asi
se evita competencia con el medio y se favorece que la mayor parte de las
interacciones ocurran entre monémero y horma. En este caso, se utilizé un solvente
de polaridad media, acetonitrilo. EI método final se llevé a cabo con volumen de 5
mL, dado que se requeria un mayor grado de entrecruzamiento y un polimero mas

rigido, ademas de un mayor numero de lavados para eliminar la horma totalmente.

Los polimeros fueron molidos y tamizados con el fin de homogenizar en tamafio y
obtener resultados mas reproducibles, en teoria, para controlar parametros como

area superficial y numero de sitios con capacidad de reconocimiento molecular.
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6.1.2 Espectrofotometria de infrarrojo de 4 vinil piridina y MIP4.vp

A menudo, los estudios FT-IR se han utilizado para la caracterizacion de MIP
mediante la evaluacion de la incorporacion de grupos funcionales en el polimero y
la comparacion entre los espectros de polimero y mondmero funcional, para
monitorear la disminucion o desaparicion de algunas sefales, como es el
estiramiento de doble enlace del carbono de un monémero, con funcionalidad vinilo,
resultado de la polimerizacién del grupo polimerizable del monémero (Vasapollo
et al. 2011).

En la Figura 9 se observa 3 sefiales correspondientes al monémero y a los MIP4.vp
tanto con sustancias adsorbidas como sin ellas. En el espectro de vinil piridina, la
sefial de 3417 cm corresponde al enlace C=C del grupo vinilo y que no se observan
en los infrarrojos de MIP, se puede atribuir la pérdida del grupo vinilo ya que es
donde ocurre la polimerizacién. En el caso del polimero, se obtiene una alargada e
intensa sefial en 1722 cm*, debido al grupo carbonilo (C=0) que corresponde al
grupo éster del entrecruzador EGDMA. Para el caso del polimero cargado con metil
benzoato, se observa una sefial en 710 cm™ que corresponde a la sustitucién en el
nucleo aromatico. La sefial en 1717 cm representa al éster del metil benzoato, las
dos bandas en 1276 y 1114 con los estiramientos asimeétricos y simétricos del

carboxilo.
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Figura 9. Espectros de infrarrojo de 4-vinil piridina y MIP4.vp.

VP: vinil piridina(monémero); MIP: polimero de impronta molecular sin molécula plantilla y;
MIPmb: polimero de impronta molecular adsorbida con metil benzoato (horma).

6.1.3 Estudios de la capacidad de adsorcion de metil benzoato a MIPa.

VP

La capacidad de adsorcién fue monitoreada por un método espectrofotométrico
uv/visible, donde se utilizé6 una longitud de onda de 273.75 nm y las absorbancias

fueron interpoladas a una curva de calibracion (Figura 10).

La cantidad adsorbida, es interpretada como los mg de metil benzoato que pueden
adsorberse por gramo de MIP4.vp, se determind sustrayendo la concentracion final

de la concentracion inicial de la solucidn, se calculé mediante la siguiente ecuacion:
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1.08mgmb
T)*volumen envaso _mgadsorbidos

g NIP/MIP g MIP/NIP

[(concentracion inicial—concentracion a t™]«(

Nota: El volumen debe ser corregido de acuerdo con el volumen que habia en el tubo antes de la

toma de muestra.

0.8
0.6 a 104
' y=.18768 + 8.79189 (X)
R?:0.9958
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S 0.4+
05
0.2 1
0.0 1 ®
0.0
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Figura 10. Curva y espectro de calibracion de soluciones de metil benzoato en agua

Medidos a diferentes intervalos de concentracion (n = 3). Las desviaciones estandar se
representan como barras de error.

Los perfiles de adsorcion de metil benzoato se llevaron a cabo utilizando una
concentracion inicial de metil benzoato a 0.6uL/mL, en agua destilada, puesto que
se encuentra cercano al limite de solubilidad, lo que favorece la interaccion MIP4.yp-

metil benzoato, como se muestra en el siguiente equilibrio:

MIPsvp (s)+ MB (acy ~<—" MIP4.vp=MB (s)

Se probaron diferentes medios de dispersion para evaluar el comportamiento de
adsorciéon del sistema metil benzoato-MIPs.ve, el fendmeno se evalué en agua

destilada y en mezclas de disolventes de diferentes proporciones entre H20-MeOH
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y H20-acetronitrilo, pero los resultados obtenidos sugieren que la hidrofobicidad del
metil benzoato por el agua, desplaza su equilibrio hacia la adsorcién a MIPsvp y la
mezcla de agua con otros disolventes menos polares, provoca el traslado del
equilibrio del metil benzoato a su estado en solucion, ya que aumenta su solubilidad
en el medio. Se utilizaron los 9 mL de volumen de solucion dado proveyo
concentracion suficiente y permitié una agitacion 6ptima.

Los estudios de capacidad de adsorcion reflejaron que el polimero mostré una
excelente capacidad para remover el metil benzoato del agua, pues practicamente
lo desorbié del agua en su totalidad, dando al polimero el uso alterno de sorbente
en procesos de remocion de aguas residuales. El polimero alcanza el equilibrio
desde los 20 minutos, para comprobar los resultados se hizo un seguimiento

durante tres horas. La grafica puede observarse en la Figura 11.
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Figura 11. Perfil de adsorcion de MIP4.vp y NIP4vp

Medidos a diferentes intervalos de tiempo (n = 3). Las desviaciones estandar se
representan como barras de error.

El equilibrio de adsorcién se alcanz6 en un periodo de tiempo relativamente corto,

lo que implica una ventaja frente otros polimeros donde son requeridos tiempos mas
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largos de adsorcion. Los valores registrados de maxima capacidad de adsorcidn
son de 103.633mg*g* para MIP4vpy 106.818mg*g! para NIP4.vp; estos resultados
sugieren que la adsorcion esta dada por la afinidad entre el monémero y la molécula
horma mas que por el proceso de impronta. Posiblemente, la adsorcion registrada
se debe exclusivamente al area superficial del polimero, dado que el polimero se
encuentra extensamente entrecruzado, existe poca porosidad y se sabe que el
interior es donde existe la mayor parte del area de adsorcion (EPA 1999). Cabe
agregar que el efecto de la impronta en MIP es muy dependiente de la
concentracion, ya que el numero de sitios con capacidad de reconocimiento
molecular siempre es inferior a la cantidad con la que fue moldeado el polimero y
se forma una gran area de polimero con una superficie no especifica. Por esta
razon, si se colocan cantidades altas de horma para adsorber en el polimero,
primero se ocuparan las areas moldeadas y luego las no especificas. Generalmente,
a bajas concentraciones puede observarse el efecto de impronta, pero no a

concentraciones moderadas o altas.

Adicionalmente, se efectué una isoterma de adsorcién para determinar la maxima
capacidad de adsorcion de los polimeros. Se graficaron distintas concentraciones
contra su capacidad de adsorcion (Figura 12). Se encontré6 que las mas bajas
concentraciones tardaron en saturar al polimero, cerca de 6 horas, mientras las mas
altas lo hicieron incluso durante las dos primeras horas. No obstante, se siguio

monitoreando para confirmar que se mantuviera el equilibrio.
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Figura 12. Isoterma de adsorcion en polimeros MIP.ve

6.1.4 Extracciones de metil benzoato de MIPs.vp

Con el fin de monitorear la cantidad remanente de la molécula horma en el polimero,
una vez expuesto al ambiente, se desarrollé un método para la extraccién del metil
benzoato, adsorbido en las cavidades poliméricas del MIP4.vp, mediante una mezcla
agua/metanol y, que después se cuantificara por un método espectroscopico, esto
por ser una técnica mas sencilla y de menor costo. Para ello, se utilizé la proporcion
1:1 (H20:MeOH), ya que el limite de solubilidad del metil benzoato en metanol, es
10 veces superior a la solubilidad de este en agua. Sin embargo, no se extrae
exclusivamente en alcohol, ya que el metil benzoato en presencia de alcoholes
como metanol, etanol, fenoles y sec-butanol, adicionan pequenas senales a
menores longitudes de onda, se ha confirmado que la intensidad de estas bandas
depende de la concentracion del alcohol (Hosoya, Tanaka, y Nagakura, 1962). De
tal forma, se probaron diferentes proporciones de H2O/MeOH hasta encontrar la que
permitié visualizar, de forma adecuada, la longitud de onda en el espectro. Se
propone que el equilibrio existente y las interacciones, dadas por puentes de

hidrégeno, sean como se muestra a continuacion (Figura 13).
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Figura 13. Probable equilibrio e interaccion entre metanol y metil benzoato por puentes de
hidrégeno.

Metil benzoato tiene 3 bandas de absorcion sin embargo nos centramos en la ultima

de ellas con A 273.75 nm para realizar la curva de calibracién (Figura 14).
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Figura 14. Curva de calibracion metil benzoato en MeOH:H20

Medidos a diferentes intervalos de concentracion (n = 3). Las desviaciones estandar se
representan como barras de error.

Se encontré que la agitacion es un factor limitante para obtener una extracciéon
optima ya que cuando las moléculas son agitadas, la energia cinética proporcionada

la convierten en energia potencial y por ello, son capaces de superar las fuerzas de
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atraccion que las mantienen unidas a una superficie (EPA 1999). De igual forma la
temperatura del proceso de extraccidbn no debia ser mayor a la temperatura
ambiente, ya que un aumento de esta favorece el paso de la molécula odorifera
hacia el espacio de cabeza, debido a su baja presién de vapor, por ende, se observa
una lectura con menor valor de concentracion de metil benzoato respecto al valor
real. Tras experimentos previos se determiné que se requiere de 3 lavados
sucesivos de 20 mL de solucion H20/MeOH proporcion 1:1 para extraer el metil
benzoato de la matriz polimérica y el tiempo de equilibrio calculado entre cada

lavado fue de 2 horas.

Los valores de absorbancia obtenidos por cada lavado se interpolaron en una curva
de calibracién y fueron sumadas las concentraciones de metil benzoato extraido

para obtener la concentracion total.

Para calcular la cantidad adsorbida de metil benzoato a la matriz polimérica se utilizé

la siguiente ecuacion:

[(ZF=, D]+V_mgMB
gMIP g MIP

Donde i =Concentracién por cada lavado.

Para calcular el porcentaje de la cantidad desorbida de la matriz polimérica se

utilizé la siguiente ecuacion:

operdida: 100 — [(cantldad adsorbida de MB total a t ) N 100]

cantidad adsorbida de MB a t=0
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6.1.5 La desorcion del metil benzoato adsorbido a MIP4ve en un
sistema abierto

Los segmentos de entrenamiento de un can se establecen de los intervalos de los
20 a 40 minutos por 8 dias (Almirall et al., 2012). Durante ese lapso se debe
asegurar el tiempo operacional de los polimeros para entrenamiento, es decir, tener

un estimulo de calidad por parte de la firma aromatica.

Los polimeros comerciales son de facil contaminacion, ya que presentan afinidad
por distintas especies volatiles, sin ser selectivas, por lo tanto, se recomienda
utilizarlos en un ambiente controlado; también sufren de una rapida desorcion. por
lo que requieren ser almacenados correctamente (refrigeracion), inmediatamente
después de su uso; operacidon que no siempre puede asegurarse cuando se

requieren realizar traslados.

Para estudiar la desorcién del polimero, se llevé a cabo un estudio de estabilidad
acelerada, como indica la NOM-073-SSA1-2005, que los define como estudios
disefiados bajo condiciones exageradas de almacenamiento, por ejemplo, a altas
temperaturas para incrementar la velocidad de degradacion quimica, bioldgica o los
cambios fisicos de un farmaco o de un medicamento. El estudio se efectud a
251+2°C ya que se trata de un producto que se almacena en refrigeraciéon. El
experimento fue llevado a cabo durante 7 dias, donde un lote del polimero se
almaceno en un sistema abierto, a temperatura ambiente. El primer dia se realizaron
muestreos por triplicado al lote de polimero, cada hora en un intervalo de 0-9 horas,
no obstante, no se registraron cambios entre la hora 0 y 6. Posiblemente las
pérdidas registradas son tan pequefias que no entran dentro del limite de deteccion
del método elegido. Estos resultados son bastante alentadores ya que sugieren que
el MIPsvp es capaz de retener en su superficie la mayoria de las moléculas
adsorbidas debido a su afinidad monémero-horma. Una vez transcurridas las nueve
horas comienza una desorcion promedio del 10% del metil benzoato adsorbido, a

las 24 horas, se registra una desorcion promedio del 12%, pero la mayor desorcion
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ocurre hasta las 48 horas, con el valor de 36%; en adelante la desorcion se

desarrolla en forma lenta como puede observarse en la Tabla 5y la Figura 15.

Tabla 5. Tabla de porcentaje desorbido de metil benzoato, durante 7 dias.

Dias Promedio Desviaciéon
%pérdida de estandar
metil benzoato
9h 10.15 16.137
1 12.42 15.772
2 36.32 2.248
3 36.94 3.101
4 46.35 3.613
7 49.12 2.536
60 1
m
=
o 40 -
o
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o
o
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Figura 15. Pérdida de metil benzoato por 7 dias %(m/m).

Medidos a diferentes intervalos de tiempo (h = 3). Las desviaciones estandar se

representan como barras de error.

Los altos porcentajes de pérdida de metil benzoato en los primeros dos dias del

estudio puede ser debido a la desorcidén de la molécula en la capa superficial del
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polimero. La rapida liberacion puede explicarse con el acomodo del metil benzoato
en multicapa o bicapas y este, al no estar asociado a una superficie, se desorbe

rapidamente (Antonio Gutiérrez 2017).

A partir de las 48 horas en adelante, parece que se alcanza un equilibrio entre la
cantidad de metil benzoato liberada y la cantidad de metil benzoato, adsorbida al
polimero, e incluso se aprecia una liberacion mas lenta, pues al séptimo dia sélo
hay una diferencia de desorcion de 12.8% de metil benzoato desorbido respecto a
lo que se desorbio al segundo dia, en este sentido podria creerse que la liberacion
estd ocurriendo desde los sitios modelados o de impronta y no de las capas
superficiales. La liberacion modificada a partir de este punto puede deberse a las
multiples interacciones en la red de impronta esto porque posee numMerosos
residuos funcionales complementarios u orientados estéricamente que son capaces

de interactuar con la molécula horma con mayor fuerza de unién.

La cantidad de metil benzoato que permanecié adsorbida en el MIP4.vp expuesto al
ambiente durante 7 dias fue 216.7653 mg por gramo de polimero, mas que
suficiente para seguir condicionando o vinculando a los canes con algun tipo de
respuesta. En la Tabla 6 se muestra la cantidad que permanecio adsorbida durante
dicho periodo de tiempo. Con base a estos resultados, se puede asegurar que el
uso operacional del MIP4.vp es de una semana y resulta superior, comparandolo con

los imitadores de Sigma PseudoMR, quien reporta un uso operacional de 45 minutos

Tabla 6. Mg de metil benzoato adsorbido por gramo de MIP4.vp a través del tiempo

Desviacion estandar

0 426.009 8.553
9 382.745 68.746
24 373.118 67.191
48 271.271 9.577
72 268.654 13.210
96 228.548 15.393

168 216.765 10.798
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6.1.6 Almacenamiento

Las pruebas de almacenamiento consistieron en comparar tres diferentes
condiciones: una del MIP4.vp almacenado en un sistema abierto a temperatura
ambiente y otras dos del MIP4vp almacenado en un sistema cerrado, una bajo
condiciones de refrigeracion (aproximadamente 7°C) y otro a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C).

Ademas, para esta prueba, MIPs.vp se compard con otro adsorbente popular en el
mercado, usado en imitadores de entrenamiento: gel de silice, bajo las 3 mismas

condiciones experimentales. Los datos obtenidos se encuentran en la Figura 16.
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Figura 16. Pérdida bajo diferentes tipos de almacenamiento por 7 dias.

Medidos a diferentes intervalos de tiempo (n = 3). Las desviaciones estandar se
representan como barras de error. Elaborado en GraphPad Prism
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Los resultados obtenidos sugieren que se precisa de un correcto almacenamiento
pues, con exposicidbn en un sistema abierto durante una semana, ocurrid la
desorcidén del 49.17% de metil benzoato adsorbido a MIP4.vp y en el caso del gel de
silice hubo desorcion del 90.8% de metil benzoato. El resultado se evalué mediante
T de student obteniendo significancia p<0.005 y se demostré una diferencia
significativa entre la desorcién en silice y la desorcion en el MIPsvp, bajo
condiciones de almacenamiento extremo. Esto prueba que existe una mayor fuerza
de union con metil benzoato al MIP4-vp, en comparacion con la interaccion de un

adsorbente que no presenta especificad hacia la especie volatil.

Los datos mostrados en la Tabla 7 indican que la refrigeracion es el método éptimo
para conservar la integridad del producto, ya que las bajas temperaturas impiden
gue aumente la presion del vapor de la sustancia y que migre hacia su fase gaseosa.
Pese a estas condiciones de almacenamiento, aun se presenta una desorcion
considerable por lo que se sugieren dos condiciones para promover la éptima
estabilidad del producto, la primera seria acondicionar el producto en un envase un
cierre hermético y la segunda seria el almacenamiento a temperaturas menores a

la refrigeracion.

Tabla 7. Comparaciéon de porcentaje de desorcién de MIP4.ve contra gel de silice.

Condicion
almacenamiento MIP Gel de silice
% desorbido D.E %desorbido D.E
Sistema abierto 49.117| 2.535 90.810 0.677
S/ refrigeracion 20.638| 4.093 30.883 2.721
Refrigeracion 17.493| 1.682 21.768 3.594

Bajas tasas de desorcion se registraron con el envase cerrado a temperatura
ambiente y aun menores tasas de desorcion en condiciones de refrigeracion, para

ambas sustancias adsorbentes estudiadas. Las pérdidas alrededor del 20% por
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desorcion en ambos adsorbentes, podria corresponder a la cantidad adsorbida de
metilbenzoato en multicapas misma, que desorbe con facilidad. No obstante, en el
caso del MIP4v-p, s6lo con el cierre dentro de un envase a temperatura ambiente, se
registré6 una desorcion de 17.49 % (m/m), similar al 20.64% que se obtuvo en
refrigeracion. Haciendo un analisis de varianza y la prueba post hoc Tukey
(p <0.005), para el lapso de una semana, se encontré6 que no habia diferencia
significativa entre la desorcion del polimero en condiciones de refrigeracion contra
condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente. Por otro lado, para el gel
de silice si existe una diferencia entre el almacenamiento en refrigeracién y a
temperatura ambiente, lo que se traduce como una condicion de refrigeracion

imprescindible.

Dado esos resultados, se determina que el MIPs.vp €s superior en cuanto a
estabilidad contra otros productos que deben refrigerarse inmediatamente después
de su uso, por lo que, si fuese necesario trasladarse con el producto o no fuera

posible refrigerarlo inmediatamente, no existiria problema alguno.

Los efectos observados indican que podria existir una liberacién modificada por
parte de la matriz polimérica, ya que se muestra una menor liberacion a condiciones
de almacenamiento extrema (en un sistema abierto a temperatura ambiente)
comparado con silice donde ocurrié una desorcion casi por completo después de
una semana de exposicion. Esto lleva a pensar que el MIP4.vp proveera una mayor
duraciéon de la firma aromatica durante los entrenamientos e incluso podra ser
utilizado en repetidas ocasiones, a diferencia del material en silice que es la

referencia y de la mayor parte de los productos comerciales.
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6.2 Sintesis de polimero de impronta molecular para
adsorcion de acido acetilsalicilico.

La finalidad de disefiar un MIP para acido acetilsalicilico, recayé en empatar la
formulacion de imitacion para heroina de Sigma PseudoVR, que contiene acido
acético y acido acetilsalicilico, la segunda como una molécula de liberacion
retardada de acido acético, en una matriz sdlida higroscopica de celulosa

microcristalina. El uso del MIP se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Uso del MIPaa como imitador de heroina.
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Si bien la mayor parte del espacio de cabeza de heroina consiste en acido acético,
los estudios generados por Macias (2009), encontraron que los perros reconocen
como heroina a la combinacién de acido salicilico con acido acético, por lo que se
plantea disefar un sistema de liberacién modificada, ya que el acido acetilsalicilico
produce acido acético como producto de degradacion y deja el acido salicilico, un
compuesto que también es objetivo de rastreo para los perros. Las estructuras

quimicas se muestran en la Figura 18

0
_|_
° _>HO)J\ or
o OH 0 OH

acido acético
acido acetil salicilico (AAS) (AcOH) acido salicilico

Figura 18. Degradacion del acido acetilsalicilico.

6.2.1 Sintesis de MIPaa para adsorcidon de acido acetilsalicilico.

La sintesis del polimero de impronta molecular se realizé utilizando el método de
polimerizacion de Meischl et al. (2016), quien diseid un MIP para remocion de AAS

en sistemas acuosos.

Para la preparacion del polimero, se utiliz6 AAS (como molécula horma),
azobisisobutironitrilo (AIBN) como agente iniciador de la polimerizacion y la
acrilamida (AA) como mondmero junto con el dimetilacrilato de etilenglicol (EGDMA)
como entrecruzador. En referencia al monémero, el MIP sintetizado se nombro
MIPaa.

La molécula horma AAS, es una molécula hidrofilica, por lo que se requirid de

monomero y un entrecruzador que pudieran reaccionar con esta de ahi la eleccion
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del entrecruzador EDGMA (producto de la reacciéon de condensacion entre dos
equivalentes de acido metacrilico y un equivalente de etilenglicol). Los dos grupos
carbonilo de su éster quiza actuen como aceptor de enlaces de hidrogeno. Por otra
parte, la acrilamida se selecciond como mondémero ya que en ambientes polares
puede ocurrir la interaccion entre AAS y acrilamida; se anadié en una proporcion
horma-mondmero 1:6, el acomodo podemos verlo mostrado en la Figura 19. Tanto
el mondémero y entrecruzador de eleccion se ocuparon porque forman enlaces no
covalentes de tipo puente de hidrogeno con el AAS. (Meischl et al. 2016). La
proporcion monomero-entrecruzador 1:5, se utilizO para obtener un polimero
altamente reticulado con cavidades estables, para el reconocimiento de la horma.
Como disolvente apropiado para la reaccion de polimerizacion, se utilizé acetonitrilo,
ya que no perturba la formacién de enlaces de hidrogeno. El volumen final, se
consideré un volumen de 5 mL de disolvente, ya que se buscaba un polimero

altamente entrecruzado.

(6]
acrilamida

O----- H—NH

acido acetil salicilico

Figura 19. Posible interaccion de enlace de hidrogeno entre el monémero acrilamida y

AAS dentro de la matriz polimérica.
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Después de la molienda del monolito resultante, el tamizaje se convierte en un paso
determinante para homogenizar el tamafo de particula y obtener resultados

reproducibles.

6.2.2 Infrarrojo de acrilamida y MIPaa

Se hizo un analisis de infrarrojo por ATR, de muestras de acrilamida y MIPaa,
(Figura 20) con el objetivo de comparar los espectros antes mencionados y con

base a ello detectar la desaparicion o aparicién de bandas entre ambos espectros.

En el espectro de acrilamida, las bandas en 3352cm - y 3615 cm corresponden a
las aminas Tensién N-H: Las aminas primarias presentan dos bandas (simétrica y
asimétrica), corresponden a un grupo polimerizable de la acrilamida por lo que lleva
a pensar que interactua con el entrecruzador y es por lo que se aprecia su
desaparicion en el infrarrojo correspondiente al polimero. En el espectro del
polimero observamos una banda en 1728 cm™ que corresponde al grupo C=0
carbonilo del entrecruzador EDGMA, caracteristicos de un grupo éster y que
también se empalma a la sefal del éster, del grupo acetil del AAS, esto debido a
que bajo la técnica de infrarrojo no es posible observar la union del MIPaa a AAS
pues la cantidad del farmaco es muy baja y es ocultada por sefales de moléculas

que estan en mayor proporcion.
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Figura 20. Espectros de infrarrojo de acrilamida y de polimero MIPaa

AA: mondmero acrilamida. MIPaa: polimero de impronta molecular de acrilamida

6.2.3 Estudios de adsorcion de AAS a MIPaa

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la maxima capacidad de carga
0 adsorcion que tenia el polimero. En comparacion al articulo de Meischl et al.
(2016), las lecturas de los perfiles de adsorcion se realizaron con un
espectrofotometro UV en lugar de un Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién.
Los valores de absorbancia fueron interpolados en una curva de calibracion (Figura
21).
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Figura 21. Curva de calibracion de AAS en agua ajustada pH=3

El medio utilizado fue agua destilada ajustada a pH=3, para asegurar que la mayoria
de las moléculas de AAS estén protonadas en el medio (pKa de AAS es 3.49), como

se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Protonacion del acido acetilsalicilico en medio acido

Se realizé un estudio de adsorcion a pH neutro utilizando las mismas
concentraciones estandar para evaluar su capacidad de carga, también llamada
capacidad de adsorcion, sin embargo, las capacidades de carga fueron muy bajas
y se sigui6 trabajando con pH &acido. Esto es consistente con las observaciones
realizadas por Haupt, Dzgoev, y Mosbach (1998) donde demuestra que a un menor
pH los compuestos acidos tienen una mayor capacidad de carga a polimeros con

monomeros con un atomo de nitrégeno en su estructura .
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Generalmente, para hormas solubles en solventes polares, no se recomienda el uso
de medios polares en estudios de adsorcion, ya que el medio entra en competencia
por las interacciones de la horma y mondmeros. En este sentido, se realizd el
experimento de adsorcidn descrito en la metodologia, pero usando como medio una
mezcla 9:1 agua:acetronitrilo, con el fin de disminuir un poco la polaridad del medio,
no obstante, los resultados no mostraron mejora de la capacidad de adsorcién con
este cambio de disolvente, como se muestra en la Figura 23, por ello se determiné

utilizar el medio de agua destilada con pH ajustado a 3.

—— medio H,0 pH=3
80 .
-®- medio 9:1 H,O0:ACN

carga(mg AAS /g pol)

0 100 200 300 400

tiempo (min)

Figura 23. Comparacion de perfiles de adsorcion de MIPaa en diferentes medios

Los resultados mostraron que existe una relaciéon entre las concentraciones de AAS
y su capacidad de carga, el incremento en las concentraciones resulta en una mayor
capacidad de AAS adsorbido al polimero. La solucion de acido acetilsalicilico
seleccionada para las adsorciones fue de 1000 mgL* esto dado que se encontraba
cerca del limite de solubilidad donde, si bien existia la interaccion agua-AAS también
se veia favorecido el equilibrio AAS-polimero. Concentraciones menores no

permitieron una completa saturacion. Esto se muestra en el siguiente grafico (Figura
24).
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Figura 24. Comparaciones en capacidades de adsorcion a diferentes concentraciones en

disoluciones de AAS en pH=3.

No se realizaron estudios de adsorcion a una temperatura mayor a 25°C, debido a
gue en el estudio de Meischl et al. (2016) se observé una aceleracién de la
degradacion de AAS a partir de temperaturas mayores a 40°C. Los resultados del
presente trabajo mostraron que la maxima capacidad de carga se observaba al
cargar 20 mg de polimero y al agregar 9 mL de una concentracion de 1000 mgL™,
durante 7 horas en los multiagitadores magnéticos a 25°C. Una cantidad menor de
polimero junto con un mayor volumen de solucion conducian a resultados
irreproducibles ya que, por una parte, las pérdidas de polimero entre toma de
muestra eran significativas y por otra, un mayor volumen no permitié una agitacion
uniforme entre el polimero y la solucion; otra situacion crucial fue el filtrado para

separar restos de polimero de la muestra liquida para su correcta lectura.

El equilibrio de adsorcion de AAS, en solucion, en el MIPaa, se muestra en la

siguiente reaccion:

MIPaa (s) + AAS (ac) 55 MIPaa=AAS ()
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Dicho equilibrio se registré a las 7 horas de iniciado el estudio de adsorcion, el valor
de absorbancia registrado a las 24 horas era practicamente el mismo y por ello, no
se incluydé en las graficas mostradas en la Figura 25. Para fines de evaluar el
proceso de impronta se comparo el MIPaa contra el NIP, ambos registraron valores
similares de maxima capacidad de carga 121.237 y 133.961 mg de AAS por gramo
de polimero, respectivamente. La falta de especificidad podria explicarse en el
sentido que no todas las moléculas y grupos funcionales estaban protonados, y la
union selectiva a través de los enlaces de hidrogeno fue suprimida por otras
interacciones. Pese que lo esperado era encontrar una capacidad de carga superior

en el MIPaa para evaluarlo se debid utilizar concentraciones mas bajas.

== MIP
- NIP

carga (mgAAS/gpolimero)

tiempo (h)

Figura 25. Perfiles de adsorcion de AAS de MIPaa y NIPaa

Medidos a diferentes intervalos de tiempo (n = 3). Las desviaciones estandar se
representan como barras de error.

El valor de maxima capacidad de carga de acido acetilsalicilico registrado, es de
121.237 mg por el MIPaa lo que corresponde alrededor del 12% de la superficie de
un gramo de polimero, lo cual no produce suficiente acido acético (AcOH) como

producto de degradacion de forma inmediata, para que pueda tener el uso que se
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buscé dar a futuro en este proyecto. Por ello, se tomo la decision de adsorber en
MIPaa acido acético y que el AAS funcionara como una liberacion retardada de

acido acético.

Al realizar los estudios para cromatografia de gases, se utilizaron como referencias
muestras de gel de silice con acido acético adsorbido en su superficie, durante los
ensayos Y al estar en contacto los polimeros y el silice, se observo que el MIPaaera
capaz de adsorber las moléculas de AcOH en su superficie por simple exposicién a
vapores e incluso eran capaces de retener el aroma por dias. Esto podria explicarse
tomando en cuenta que existen uniones de puente de hidrégeno similares entre el
mondmero acrilamida-AAS y acrilamida-AcOH, ya que interactian los mismos
grupos funcionales, ver Figura 26. Esta propiedad da pie a una probable liberaciéon
modificada ya que las moléculas liberadas de acido acético estan en un constante

equilibrio con la superficie polimérica, como se aprecia en el siguiente equilibrio:

MIPaa=AcOH ~2 MIPaa+ AcOH

acido acético

Figura 26. Posible interaccion de enlaces de hidrégeno del mondmero acrilamida con

acido acético dentro de la matriz polimérica.
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Se sugirio la posibilidad de reusar el polimero, pues se conoce que estos materiales
poliméricos pueden reutilizarse varias veces sin perder el "efecto memoria”.
(Olof Ramstrom, et al. 2001), lo que ofrece una opcidén sustentable al reducir la
generacion de residuos. En el articulo publicado por Meischl et al. (2016) argumenta
que este polimero de acrilamida es capaz de regenerarse seis veces recuperando

la misma capacidad de adsorcion.

6.2.4 Estudios con cromatografia de gases por técnica de “Head

Space” para identificacion de acido acético.

Los estudios de cromatografia por Head Space se desarrollaron para cuantificar
acido acético, ya que es el compuesto volatil principal en el espacio de cabeza de
muestras heroina y producto de degradacién del acido acetilsalicilico. Se probaron
diferentes técnicas de muestreo de Head Space para encontrar un método de
cuantificacion adecuado que permitiera medir la liberacion de acido acético de las
matrices poliméricas MIPaa elaboradas. La solucién mas efectiva para liberar
analitos de su matriz es la desorcidon térmica, con varias ventajas, como:
proporcionar suficiente energia cinética( para escapar las moléculas volatiles de su
matriz), mejorar la transferencia de masa (para pasar a través de la matriz) y
aumentar su concentracion en el espacio de cabeza, mediante aumento de su

presion de vapor (Ghiasvand y Hajipour 2016).

A la fecha existen pocas publicaciones sobre técnicas de Head Space para extraer
acido acético de matrices soélidas. Los solidos tienden a tener poca homogeneidad
en la muestra, por ende, poca reproductibilidad en sus analisis. Se siguio el método
reportado por (Angela et al. 2014) para soluciones liquidas, donde se equilibré un
vial sellado con la muestra problema a 85°C durante 10 minutos, en un bafo de
aceite ,pese a que la temperatura de ebullicion de AcOH esta reportada a 118°C,
se equilibra con temperaturas menores ya que el aumento de la temperatura esta
directamente relacionado con un aumento de la presion, lo que podria causar la

ruptura del vial y poner en riesgo al analista. Se probaron menores tiempos de

61



equilibrio, pero la simetria del cromatograma disminuyé por lo que se descarté esa
posibilidad. Tras diversos ensayos no se consiguié un método reproducible, ya que
los valores de area cambiaban invariablemente, aun en muestras liquidas donde
existe mas homogeneidad. Cabe mencionar que no se alcanzé una simetria minima
de 0.8 como indica la farmacopea. En primera instancia, la operacion manual de la
jeringa carece de la precision lograda por el control instrumental, ademas de que se
pierde vapor de la jeringa cuando se retire del vial, existe un énfasis en este punto,
ya que no se conto con una jeringa hermética o gastight, en su lugar, se sell6 con
grasa de vacio entre el embolo y el cuerpo de la jeringa. Por aquella razén, se
determind utilizar esta técnica, exclusivamente como una herramienta de deteccion

y no de cuantificacion.

Se analizaron muestras de acido acético puro por inyeccion directa, asi como por
Head Space, para corroborar que coincidieran los tiempos de retencion. Para el
analisis de AcOH puro se utilizé la Técnica de Evaporacién Total, en la que se coloca
una cantidad muy pequena de acido acético (10 uL) en un vial sellado y equilibrado
a una temperatura cercana al punto de ebullicion, con la finalidad de evaporar la
muestra completamente y tomar con la jeringa el acido acético en su fase gas. Se
puede observar en la Figura 27 dos sefales una de gran intensidad con tiempo de
retencién a 2.250 min que corresponde a acido acético. Y otra sefial de menor
tamano con tiempo de retencion de 1.60 min, que corresponde a etanol usado en
los lavados de la jeringa. De la misma forma, se realizd una comparacién de
inyeccion de etanol en inyeccidon directa y por Head Space para comparar los

tiempos de retencion y verificar que se trataba de la misma sustancia.
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Figura 27. Compuestos en el espacio de cabeza de una muestra de acido acético.

También se analizaron muestras de MIPaa con acido acético adsorbido a su
superficie (Figura 28) donde se puede observar que ocurrié una liberacion de acido
aceético dominante en su espacio de cabeza, la sefial de mayor intensidad con un
tiempo de retencion de 2.274 min. En el mismo cromatograma se aprecian otras

sefales, las cuales podria tratarse de impurezas asociadas a los reactivos con los
gue se llevé a cabo la polimerizacion.
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FID1 A, Front Signal (DEFF_GC 2019-06-25 14-41-26\101F0101.D)
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Figura 28. Compuestos encontrados en el espacio de cabeza de una muestra de MIPaa.

Si bien puede existir un problema en el futuro, donde el olor propio del MIPaa
interfiriera en los entrenamientos, algunas marcas comerciales entregan “blancos”
de sus productos, es decir, las matrices sin ninguna molécula adsorbida y es posible

entrenar al can para sea capaz de discernir entre blancos y los volatiles objetivos.

6.2.5 Pruebas en perros realizadas por Facultad de Veterinaria

Método: se adsorbiod acido acético en concentraciones de 1-20% (v/p) a 1 gramo de
MIPaa, la carga se realizé sumergiendo las soluciones en acetona y se dejé evaporar
el solvente 24 horas. Una vez secas las matrices, se colocaron en frascos ambar y

tapadas hasta su uso, en refrigeracion.

En una habitacién cerrada, se coloco aleatoriamente, el frasco en uno de varios
nichos incrustados en la pared, posteriormente se ingresaron a 2 perros entrenados
en deteccion de heroina con Pseudos de la marca Sigma a la habitacion con el fin

de rectificar que relacionaran el nicho con polimero como heroina. (Figura 29).
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Figura 29. Entrenamiento de busqueda de heroina con MIPAA

Los resultados indicaron que desde las adsorciones de 1% (v/p), los perros
mostraron una respuesta, sin embargo, a concentracion de 10% (v/p) la deteccion
era mas rapida y certera en 2/2 perros, no se prosiguié con concentraciones
mayores ya que la respuesta buscada es suficiente con el 10% (v/p). Este
porcentaje esta relacionado con la maxima capacidad de adsorcidn del polimero
gque es el 12%, por lo que se asevera que dicha capacidad de carga de AcOH es
suficiente para generar un estimulo en el can. De lo anterior se propone para la
formulacién del producto de imitacion de polimero de impronta, que debe estar
conformado por un mayor porcentaje de polimero adsorbido con acido acético y otro
porcentaje pequefio adsorbido con acido acetilsalicilico, con el fin de que en una
posterior degradacion también se contribuya a la generacién de gases de acido
acético. Seria conveniente obtener un método para medir la liberacion y con esto
poder determinar los porcentajes adecuados necesarios para generar la formulacién
optima.
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6.2.6 Toxicidad de polimeros acrilamida

Poliacrilamida es todo aquel polimero en el que se involucre la acrilamida como
monomero. El mondmero de acrilamida residual es probablemente una impureza en
la mayoria de las preparaciones de poliacrilamida, que va desde >1 ppm a 600 ppm,
no obstante, los efectos neurotdxicos se observaron en humanos solo a altos niveles
de exposicion (Exon 2006). La poliacrilamida en si no es significativamente toxica.
Por ejemplo, un estudio de toxicidad oral aguda de poliacrilamida en ratas informé
gue se toleraba una dosis oral maxima unica de 4.0 g / kg de peso corporal. En
estudios de toxicidad oral subcronica, las ratas y los perros tratados con
poliacrilamida a dosis de hasta 464 mg / kg de peso corporal, no mostraron signos
de toxicidad. Varios estudios de toxicidad oral cronica de 2 afios en ratas y perros
alimentados con dietas que contienen hasta 5% de poliacrilamida no tuvieron
efectos adversos significativos (Andersen 2005). Esta informacion es util ya que,
algunas técnicas de entrenamientos consisten en dar a morder los imitadores de
entrenamiento, por lo cual la ingesta accidental del polimero, por parte del perro no

representa un peligro para él.

6.3 Acondicionamiento de MIP’s

El producto final es una matriz en polvo, que brinda la ventaja de dosificar la cantidad
de polimero a utilizar ya que una de las técnicas de entrenamiento canino consiste
en adiestrar al perro para que rastree desde pequefas cantidades hasta

proporciones mayores.

La mayor parte de los productos comerciales posee envases designados a
salvaguardar la integridad de su producto con cierres herméticos que eviten la
contaminacion y la desintegracion como son: acero inoxidable, el
politetrafluoroetileno (PTFE), copolimero de tetrafluoroetileno hexafluoropropileno
(Teflon ™), el fluoruro de polivinilo (Tedlar ™), copolimero de éster politereftalico

(Nalophan NA ™) y vidrio, ya que son considerados inertes e inodoros.(NSAI 2003).



El disefio de envase primario, para los productos propuestos en el presente trabajo,
estd pensado como una lata metélica, que en la parte superior posea una malla
metalica de aproximadamente 250 micras, que permita la permeacién de los

volatiles y a su vez evite la pérdida de polvos durante su manipulacion.

7. Conclusiones

Se llevo a cabo la sintesis de polimeros de impronta molecular para imitar los
espacios de cabeza de dos sustancias de abuso. El MIP4.vp para imitar cocaina y el

MIPaa para simular heroina.

El MIP4.vp resulto tener excelente capacidad para remover el metil benzoato de
medios acuosos, por lo que podria tener un uso alterno para remocién de residuos
ya que en 20 minutos consigue el equilibrio, lo que incluso permitiria un uso

industrial.

La capacidad de adsorcion de metil benzoato en medios acuosos fue de 103.633
mg/g de polimero. En cuanto a su estudio de desorcion se encontrd que el polimero
podia llegar a tener un uso operacional de hasta 7 dias, tiempo sumamente superior
a la competencia, que consigue un uso operacional de 45 minutos. Lo que implica
gue le producto elaborado puede reusarse por un largo periodo de tiempo si se
almacena correctamente después de usarse. Los estudios de estabilidad mostraron
gue en una semana no hubo diferencia de desorcion entre el MIPs.vp almacenado
en refrigeracion y almacenado a temperatura ambiente, lo que brinda la ventaja de
ser un producto que permite traslados y almacenaje sin refrigeracion obligada. Las
comparaciones con gel de silice mostraron que la unién que existe entre el MIP4.vp
y el metil benzoato, es de mayor fuerza que la interaccion con el adsorbente usado
comercialmente, de modo que el MIP4-vp ofrece una matriz mas duradera y de lenta

liberacion de la firma aromatica.

El MIPaa tuvo la capacidad para adsorber AAS y AcOH, este segundo tanto en
solucion como en fase gas, punto positivo, ya que asegura que al liberarse el acido

acético de la matriz es capaz de regresar a la misma y con ello prolongar el tiempo
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util del polimero. Se propone una mezcla de MIPaa , al que se adsorba AcOH y AAS
para condicionar correctamente a los canes sobre la presencia de heroina. Los
estudios con perros prueban que adsorber un 10% (v/p) de acido acético por gramo
de MIPaa genera una rapida respuesta en los perros entrenados. Si bien la
liberacién de acido acético no pudo ser cuantificada por “Head Space”, se desarrollé
una técnica que permite visualizar lo espacios de cabeza de las muestras de MIPaa

en forma cualitativa.

Durante la evaluacion del proceso de impronta no se encontraron cambios
significativos por lo que se asocia que la adsorcion, a la matriz polimérica, por la

afinidad entre el mondmero y horma para ambos MIP.

7.1 Prospectivas

La cuantificacion de la liberacion de acido acético del MIPaa, puede ser mejorada
teniendo un cromatografo de gases que permita la cuantificacion de espacio de
cabeza preferentemente automatizado y que incluya con una jeringa de tipo
Gastight.

Los polimeros de impronta molecular requieren algunos analisis quimicos en el que
se estudie su espacio de cabeza, con técnicas que permitan concentrar los volatiles
gue no se logro registrar por la técnica utilizada en este trabajo de tesis
experimental. Se puede emplear la extraccion de fase soélida acoplada a
cromatografia de gases, lo que seria util si la muestra se procesa por espectrometria
de masas, para determinar si la matriz polimérica libera algun tipo de sustancia

volatil y poder identificarla.

Los polimeros deben ser probados en perros para determinar los limites de
deteccién y para determinar la duracién de un estimulo de calidad en funcién de la

desorcion del polimero.
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