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1. RESUMEN

El siguiente trabajo presenta la utilidad de la técnica de impresion molecular
como una alternativa en la preparacion de muestras forenses para la
determinacion de drogas de abuso en muestras bioldgicas por medio del uso de
Polimeros Molecularmente Impresos (PMIs, 6 MIPs, por sus siglas en inglés).
De igual manera, se dan a conocer las ventajas que ofrece esta técnica, los
métodos de sintesis de los Polimeros Molecularmente Impresos, consideraciones
y caracteristicas que deben reunir, métodos para su caracterizacion asi como su
aplicacion en diferentes areas entre las que se considera a la Cromatografia

Liquida de Alta Resolucion (CLAR), aplicada a la quimica forense.



2. INTRODUCCION

El consumo de diversos tipos de drogas ha sido una constante observada
desde la antigiedad en numerosos pueblos y culturas. Pero el fendmeno de
drogadiccion ha alcanzado una extraordinaria importancia, por su difusion,
consecuencias sociales y sanitarias, en las Gltimas décadas.*

El fendmeno de drogadiccion es muy complejo; en él se mezclan
dimensiones puramente meédicas junto con otras de tipo sociologico, cultural,
antropoldgico, ideoldgico, de politica mundial, entre otras. Este fendmeno se
considera desde los afios setenta como una auténtica epidemia y uno de los mas
graves problemas socio-sanitarios, debido al costo que representa en términos de
vidas, descenso de la productividad laboral, conflictos familiares y delitos contra la
sociedad.’

El uso de drogas de abuso se ha incrementado dramaticamente en las
Ultimas tres décadas.” La técnica mas empleada en el pre-tratamiento de drogas
de abuso es la extraccion liquido-liquido o extraccion en fase sélida. Aunque ésta
ultima ofrece la posibilidad de identificar varios compuestos de manera simultanea,
el problema se presenta en la técnica de deteccion de los métodos analiticos
empleados tales como la Cromatografia de Gases, ya que el equipo resulta
demasiado costoso. Ademas, la etapa de derivatizacion se dificulta con algunos
compuestos. Otros metodos analiticos empleados son el inmunoensayo,
cromatografia en capa fina, espectroscopia de Raman, espectroscopia de

fluorescencia y cromatografia liquida acoplada a detectores electroquimicos.?



Actualmente, las drogas de abuso han llegado a ser un problema serio, no
s6lo en México sino a nivel mundial. De tal forma que se requiere del desarrollo de
métodos analiticos simples y convenientes para su analisis y poder asi prevenir y
proteger riesgos en la salud humana. Asi, se han desarrollado diversos métodos
de identificacion y cuantificacion para drogas de abuso. Entre las mas utilizadas
estan: 1) la cromatografia de gases acoplado a masas, 2) la cromatografia de
liquidos de alta resolucién acoplado a masas. En el caso de la Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) se han desarrollado métodos alternativos
como el uso pre-columnas y post-columnas para sensibilizar el método.

A pesar de que se cuenta con una variedad de métodos analiticos para la
identificacién de drogas de abuso, aun se requiere del desarrollo de dispositivos
portatiles multisensoriales los cuales permiten un analisis rapido y efectivo de un
amplio rango de compuestos de abuso. Entre los requerimientos para la
identificacién de drogas estan la simplicidad para la recoleccion de la muestra, la
preparacion de la muestra de manera rapida y facil, bajo costo y un incremento en
la velocidad de la prueba.?

El siguiente trabajo presenta la utilidad de la técnica de impresion molecular
la cual se basa en la utilizacion de Polimeros Molecularmente Impresos (PMIs),
como un nuevo empague para la Extraccion en Fase Sdélida en el pre-tratamiento

de las muestras forenses.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
Describir el uso y aplicaciones de los Polimeros Molecularmente Impresos como
una alternativa en la preparacion de muestras para la determinacion de drogas de
abuso para Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

3.2. Objetivos Particulares

1. Describir las ventajas que ofrece la técnica de Impresion Molecular en la

preparacion de muestras forenses.

2. Describir las ventajas y desventajas de los PMlIs.

3. Describir la sintesis de PMls.

4. Describir los campos de aplicacion de la Tecnologia de Impresion

Molecular.



4. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En las técnicas cromatograficas tanto de gases como de liquidos de alta
resolucion, el pre-tratamiento de la muestra es un paso esencial precedente a la
identificacibn de compuestos. La cromatografia de gases (CG) es, por excelencia,
el método convencional utilizado en los campos de la toxicologia y forense debido
a la sensibilidad y selectividad que ofrece, sin embargo, se requiere de un proceso
de derivatizacion (bajo condiciones anhidras) de los compuestos de interés
(analitos) para volatilizarlos y poder analizarlos. Esto es una limitante para los
compuestos hidrosolubles ya que se hace mas dificil el proceso de derivatizacion.
En el caso especifico de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR),
se presenta como una técnica muy versétil y no requiere de derivatizacion.

Ahora bien, el pre-tratamiento de las muestras forenses es un paso clave
previo a su analisis por lo que se emplean procesos de fraccionamiento,
extraccidn o pre-separacion. Uno de estos procesos es la Extraccion en Fase
Sdlida (EFS), una técnica muy empleada en la actualidad en muchos campos
entre los cuales se encuentra el forense. Asi, la adaptacién de un proceso de EFS
a la CLAR hace de ella una herramienta mas eficiente en la determinacion de
drogas de abuso. Sin embargo, se requieren de nuevos materiales de adsorcion
para la EFS que permitan mayor selectividad y sensibilidad en el proceso y con
ello beneficiar no sélo al ambito forense ni a las ciencias analiticas sino
directamente a la proteccion de la salud.

Ante este panorama, se realiz6 una investigacion enfocada al empleo de
Polimeros Molecularmente Impresos como nuevos materiales de empaque para la

Extraccion en Fase Sdélida.



5. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La presente investigacion permite establecer los fundamentos de una
técnica relativamente novedosa como una alternativa en la obtencion de nuevos
materiales de empaque para la Extraccion en Fase Sodlida y con ello obtener un
proceso mas selectivo y eficiente en el pre-tratamiento de las muestras forenses
previo al analisis de las drogas de abuso, o bien, compuestos que requieran de
separacion, aislamiento, identificacion y cuantificaciéon por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion. Hoy en dia, la importancia relevante de esta técnica analitica
resulta imprescindible para su aplicacion en diferentes areas de la quimica y
ciencias forenses asi como de la salud. Por consiguiente, es necesario el
desarrollo de nuevos métodos de preparacion de muestras que permitan obtener
un analisis mas eficiente y con ello brindar una mayor confianza en los resultados
obtenidos que, en un momento dado pueden resultar determinantes para ciertos

casos como el que nos ocupa, que es el de las ciencias quimico-forenses.

6. LIMITACION DEL ESTUDIO
La investigacion abarca los dltimos tres lustros, es decir, de los afios 90's a
la fecha, enfocada Unicamente a los fundamentos de la impresion molecular y el

uso de PMIs en la preparacidbn de muestras forenses para la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (CLAR).

7. TIPO DE ESTUDIO

Tesina monografica, descriptiva, retrospectiva y longitudinal.



8. MARCO TEORICO
8.1. TOXICOLOGIA FORENSE

El papel de la toxicologia forense es basicamente detectar e identificar la
presencia de drogas y venenos en fluidos bioldgicos, tejidos y 6rganos. El
aumento del uso y abuso implica que la mayoria de las sustancias toxicas sean
drogas, asi que el analista ha ideado una manera de extraerlas, al igual que sus
metabolitos para identificarlos, y si es necesario cuantificarlos.

Cuando se desconoce la cantidad y tipo de drogas en la muestra, se
emplea el inmunoensayo como prueba presuntiva. Generalmente, las muestras
que contienen opiaceos, cannabis, amfetaminas, cocaina, metadona vy
benzodiacepinas son las que se analizan de manera rutinaria. Los resultados
positivos en las pruebas presuntivas proporcionan al analista una lista de drogas
con las cuales se confronta para que tales drogas sean confirmadas vy
posteriormente cuantificadas.

Las drogas se clasifican ampliamente como acidas (por ejemplo los
barbituricos), basicos (como las amfetaminas, cocaina y metadona), y neutros o
anfotericos (por ejemplo la morfina y los opiaceos). Estas y sus principales
metabolitos se extraen de fluidos bioldgicos controlando el pH de la solucién
donde se encuentran. La extraccion en fase solida (EFS) es actualmente la mas
utilizada respecto a la extracciéon liquido-liquido, principalmente debido a que es

susceptible de automatizarse.’



Los cartuchos de EFS se pueden utilizar en trabajos pequefos hasta para
procesos automatizados a gran escala. Después de la extraccion y purificacion, la
presencia de droga(s) se confirma mediante técnicas espectroscopicas,
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) o
cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas (CL-EM). La
confirmacion por cualquiera de estos métodos es esencial porque la técnica
presuntiva puede no ser lo suficientemente especifica. Los protocolos técnicos son
altamente especificos y permiten la cuantificacion en los niveles de sensibilidad
requeridos. Los métodos de CG-EM generalmente requieren derivatizacién de los
extractos para volatilizarlos contrario a los métodos de CL-EM. Esta ultima, es

particularmente util en casos donde los analitos son termolabiles.®



8.2. ANALISIS DE DROGAS DE ABUSO

Los principales tipos de drogas de abuso que se pueden encontrar de
manera comun en un analisis de drogas son: Cannabis, amfetaminas, cocaina,
heroina.

Las Muestras de Cannabis se pueden presentar en tres formas para su
analisis: en forma de hoja, resina, o aceite. El principal responsable de su
actividad es el A%tetrahidrocannabinol (A%-THC) (figura 1). Las pruebas
presuntivas para su deteccidén son la cromatografia en capa fina de los extractos
etandlicos de las hojas, resinas o aceite de la planta. Las pruebas confirmativas
de los derivados trimetilsililos de los principales componentes como el A°-THC,
cannabidiol, cannabinol y en menor grado en el A%:THC y el &cido
A°-tetrahidrocannabindlico son la CG-EM, la técnica identifica, inequivocamente,
los compuestos derivados. La CLAR y la CG-EM se pueden utilizar para tales
propositos. La prueba preliminar de CCF es un buen indicador de si una cierta
cantidad de resina es o no de un mismo lote, lo cual es confirmado por CLAR en
fase reversa. La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) es
particularmente util en casos donde la muestra no requiera derivatizacién a
comparacién de la CG-EM. Los acidos tetrahidrocannabindlicos son termolabiles y

pueden descomponerse bajo condiciones de la CG-EM.°
CH,

o
e e

CH,

FIGURA 1. Estructura quimica del A-9THC.



El Grupo de las Amfetaminas, denominadas Drogas de Disefio,
incluye a la amfetamina, metilamfetamina, 3,4-metilendioxiamfetamina (MDA), 3,4-
metilendioximetilamfetamina (MDMA o éxtasis) y 3,4-metilendioxietilamfetamina
(MDEA) (figura 2). Estas drogas usualmente son sintéticas, se comercializan como
polvos y son adulteradas o diluidas con una gran variedad de compuestos que
incluyen glucosa monohidratada, manitol, sales (como el MgSQO47H,0), cafeina y
almidén. Generalmente, se ingieren oralmente en forma de polvo o tableta.
La prueba de Marquis es una prueba presuntiva para detectar amfetaminas y otras
drogas, dependiendo del color de la reaccidn. En presencia de amfetamina y
metilamfetamina se genera un color amarillo-naranja. Con amfetaminas sustituidas
en un anillo dan una coloracion azul-purpura. La confirmacién de este tipo de
drogas es por CG-EM con una apropiada derivatizacién. La RMN o la CLAR se

utilizan para cuantificarlas.’

/H
CH M
o Qo
i H
=
NH, . CHy
Amfetamina Metilendioxiamfetamina
H
N o N—H
\'CH l b \
3 > L, CH,
CH, © .
Metamfetamina Metilendioximetamfetamina

Figura 2. Estructuras quimicas del grupo de las amfetaminas.
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Las Benzodiacepinas (figura 3) aunque no se consideran un tipo de droga
de abuso son farmacos que se presentan en forma farmacéutica y se
comercializan como medicamentos farmacéuticos controlados. Estas, pueden en
un momento dado producir dependencia al igual que la heroina, cocaina, cannabis
y amfetaminas las cuales se comercializan en el mercado negro a diferencia de las
primeras. Usualmente se encuentran como tabletas o capsulas que contienen
cantidades controladas de droga. Si las pruebas presuntivas dan positivas a
benzodiacepinas, se continua con un analisis por cromatografia en capa fina.

Haq
N

O

Cl =N

Ci

Figura 3. Estructura quimica base de las benzodiacepinas representada por el
Diazepam.

Las benzodiacepinas no requieren proceso de derivatizacion y se analizan
puramente por CG-EM. Si se relacionan los tiempos de retencion y la informacién
obtenida del espectro, entonces se puede confirmar la identificacion. La
cuantificacion se realiza convenientemente por CLAR con deteccion UV.

La Heroina, o Diamorfina (diacetiimorfina) (figura 4), se produce por
acetilacién de la morfina la cual es aislada de la goma de opio. El olor avinagrado
caracteristico de los polvos que contienen heroina es debido a la hidrdlisis con la
subsecuente formacion de monoacetilmorfina, morfina y acido acético. La pureza
de la droga que se comercializa puede variar, la mas comun es la que contiene
35% de diamorfina. La forma mas comun de heroina es la sal (el clorhidrato), que
es soluble en agua, y la base la cual es insoluble en agua. La sal es por lo tanto la
forma comun para administrarse via intravenosa. De la misma forma, la base es

inhalada o fumada. °
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http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Diazepam.png

Figura 4. Estructura quimica de la Heroina.

La droga comun comprende, ya sea la sal o la base, mezclada o “cortada”
con varias sustancias como fenobarbitona, paracetamol, cafeina, procaina,
lignocaina, codeina, fenolftaleina, calcita y lactosa monohidratada. La heroina
como tal, usualmente, consiste en una mezcla de 6-monoacetilmorfina, morfina y
codeina, asi que la mayoria de las muestras de heroina son bastante complejas si
se adulteran con alguna de las sustancias mencionadas. La prueba presuntiva
para heroina es la prueba de Marquis en la cual el opiaceo reacciona para dar un
color violeta-azul. La CCF con un eluyente adecuado revela la mayoria de los
componentes de la mezcla, de igual manera la CG-EM es el método confirmativo
de identificacién para la heroina.

La cuantificacion de heroina se puede realizar por CG o por CLAR. La CG
requiere de derivatizacion de las muestras pero la CLAR requiere unicamente de
muestras que sean solubles.

La CCF podria ser suficiente como una prueba principal de comparacion, y
ésta es mas efectiva para un gran numero de muestras en las que se podria
facilmente identificarlas de aquellas que son diferentes, pero esto no es
cuantitativo. La CLAR es cuantitativa pero no proporciona un analisis definitivo en
cuanto a la identificacién de cada pico cromatografico. La comparacién de las
muestras requiere exactamente el mismo tratamiento para cada una de ellas, y si
como resultado, los cromatogramas y el espectro de masas son indistinguibles, se

considera que las muestras provienen de la misma fuente.
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La Cocaina (figura 5) se extrae de las hojas de coca. Una forma de
cocaina que ha ganado amplia popularidad es el crack. Este es la forma en base
libre de la cocaina y se prepara a partir del clorhidrato de cocaina por mezcla de la
sal con bicarbonato de sodio, agua, y calentamiento. El crack se fuma o se inhala.
La sal (el clorhidrato de cocaina) es un polvo blanco conocido como snow. Ambos,
el clorhidrato y la base, se venden en las calles como polvo cortado con varios
adulterantes como manitol, glucosa monohidratada, lignocaina, procaina base y
clorhidrato. Las pruebas presuntivas para cocaina incluyen la prueba con
isocianato de cobalto, la cual no identifica especificamente cocaina. Esta prueba, y
una version modificada, llamada prueba de Scott, la cual es mas especifica,

ambas se basan en una reaccion colorimétrica.

Figura 5. Estructura quimica de la Cocaina.

La CCF se realiza en soluciones metandlicas para muestras decomisadas,
y puede identificarse si la cocaina se relaciona con compuestos tales como
lignocaina y procaina. La CG-EM es la técnica utilizada como prueba confirmativa
y también para cuantificar.’

La cocaina a diferencia de la heroina, se produce en lotes con impurezas, y
el nivel de estas, puede variar. Como resultado, las muestras de diferentes lotes
pueden variar en composicion a nivel de trazas. El perfil de la cocaina incluye
cocaina, ecgonina, benzoilecgonina, norcocaina y ecgonina metil ester (figura6).’

CHy

/, " ACHs
- COOH - COoH COOCH 3 COOCHy
a
=% 0
‘c—O s OH

Q . . . :
Benzoilecgonina Ecgonina Morcocaina Ecgonina metil ester

Figura 6. Metabolitos de la cocaina en un perfil analitico
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8.3. ORIGEN DE LOS POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESOS (PMis)

El reconocimiento molecular es un requerimiento fundamental en los
sistemas vivientes, a través de millones de afios y de una serie innumerable de
cambios evolutivos 6ptimos, la biologia ha llegado a ser una maestra de este arte.
A nivel celular y subcelular los procesos fundamentales de la vida, la transferencia
de informacion y reacciones cataliticas, dependen de interacciones especificas de
moléculas de bajo peso molecular con “huéspedes” macromoleculares. En la
mayoria de estos casos la macromolécula es una proteina. Los procesos diversos
tales como transmision neuronal, respiracion, defensa inmune, diferenciacion
celular y nutricion, todos dependen del principio de reconocimiento molecular
especifico. Por lo tanto no es de sorprenderse que los cientificos estén interesados
enormemente en aprovechar el alto potencial del reconocimiento molecular
bioldégico, anticuerpos, enzimas y mas recientemente en tratar de imitar estas
propiedades desarrollando materiales sintéticos que permitan cumplir con tales
funciones. Asi, se han desarrollado varias propuestas sintéticas que han intentado
imitar el reconocimiento molecular dinamico no covalente para sacar provecho de
la biologia. Inherentemente, las propuestas apuntan a resolver el problema por la
misma via, creando una cavidad o estructura enlazante en la cual los grupos
funcionales se puedan posicionar para que se vean favorecidas las interacciones
no covalentes reciprocas entre el sitio de enlace y el analito especifico de entrada.

Una de las propuestas mas prometedoras es la Impresion Molecular.®
8.4. IMPRESION MOLECULAR

La idea la Impresion Molecular fue inspirada por la teoria de Pauling sobre
la formacion anticuerpos en el sistema inmune. Pauling teorizaba que los
anticuerpos se desnaturalizaban al igual que las proteinas, rompiendo los enlaces

de hidrogeno y liberando las cadenas de aminoacidos para moverse libremente.
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Cuando entraban en contacto con un antigeno, las propiedades quimicas de éste
podrian atraer a los aminoacidos del anticuerpo. De esta manera, el anticuerpo
podia memorizar la forma del antigeno. El proceso se denominé Mecanismo
Molecular Complementario. La hipétesis fue refutada mas tarde pero la idea del
movimiento las cadenas libres del compuesto que, en un momento dado pueden
formar un molde complementario alrededor de la estructura, inspir6 el surgimiento
de los Polimeros Molecularmente Impresos.”

La tecnologia de impresién molecular tiene como objetivo la creacion de
polimeros capaces de reconocer de manera especifica una molécula, mimetizando
el comportamiento de los anticuerpos y otros receptores naturales. A pesar de que
es, relativamente, de reciente aplicacion tiene sus origenes en la década de los
70s con el Dr. Wulff,® quien propone la “teoria covalente” para explicar el proceso
de impresion molecular. A partir de ahi se generaron distintos grupos de
investigacion sobre el tema, pero fue hasta principios de los 80s cuando surge un
realce en el tema con el Dr. Mosbach® proponiendo la “teoria no covalente”; es él
y su grupo de trabajo quienes introducen el concepto de “Impresion Molecular” en
1981. En los ultimos 10 afios ha surgido un interés especial entre la comunidad
académica y grupos de investigacion industrial a nivel mundial. Como dato,
alrededor de 500 articulos se han reportado en la literatura y un buen numero de

patentes se han registrado.

Actualmente, la distribucion geografica de la actividad de investigacion
relacionada a los PMIs es diferente a muchas otras areas técnicas. Japon y EUA
se mantienen entre los lideres en el area casi a la par con Europa. Este ultimo
juega un papel importante en la investigacion de los PMIs y contribuye

mayormente en el desarrollo de esta tecnologia, a pesar de que la mayoria las
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compafias que se encuentran involucradas en el area se ubican en EUA
(figura7).'°

Asia
Europa

-
=7
o

Japén =

EUA y Cinada

Figura 7. Distribucion actual de la investigacién sobre PMIs.

Las aplicaciones de la impresion molecular se han extendido ampliamente y
los polimeros sintetizados se han empleado principalmente como: materiales de
empaque para procesos de separacion, bioimitadores de anticuerpos para el
reconocimiento e identificacion de antigenos, imitadores de enzimas para
aplicaciones cataliticas y como biosensores en el reconocimiento de elementos.
Una de las areas mas estudiadas y de mayor aplicacién ha sido el area de las
separaciones. La impresién molecular se presenta como una técnica simple con
una selectividad predeterminada para el pre tratamiento de muestras que
requieran separacion. Se han empleado en separaciones de mezclas racémicas
de aminoacidos, anestésicos locales, inmunosupresores, opiaceos, esteroides,
entre otros compuestos. Se ha puesto especial énfasis en la separacion de
sustancias farmacéuticas, por ejemplo, naproxeno (un antiinflamatorio no
esteroideo),”  timolol  (bloqueador B-adrenérgico),’® efedrina  (agonista
adrenérgico), benzodiacepinas (diazepam),’® morfina,™ entre otros.

Se han propuesto y ensayado con éxito varios tipos de polimeros
inorganicos y organicos, aunque la preferencia general se orienta hacia los
polimeros acrilicos altamente reticulados. Estos materiales poseen alta capacidad
de reconocimiento molecular selectivo, caracteristica de los receptores biolégicos

que incluye la selectividad enantiomérica y presentan a la vez grandes ventajas
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frente a estos, como estabilidad térmica, quimica y costo de produccion muy
bajo."

A pesar de que los materiales impresos molecularmente ya tienen un nicho
de aplicacién, a saber, la Extraccion en Fase Solida, para la cual son
comercializados, se requieren mas trabajos para hacer de ellos una alternativa
real o complemento de biomoléculas. En particular, se requiere de materiales que
puedan ser viables para emplear disolventes acuosos y formas de remocién de la
plantilla en un cien por ciento. Si al menos alguno de estos problemas pudieran
resolverse y junto con la notable estabilidad de los PMIs, su bajo costo y facil
integracion en los procesos de produccion industrial normal, podrian hacer de ellos
una alternativa atractiva para las biomoléculas en quimica analitica y otras
aplicaciones. También es claro que se requiere de nuevas propuestas mas
sistematicas para el disefio de PMIs que hagan mas eficiente el proceso de
obtencién y asi evitar el viejo método de ensayo y error. En consecuencia, los
métodos combinatoriales'® o computacionales'” han sido propuestos para obtener
PMIs 6ptimos especificos para una molécula blanco.’®  Afortunadamente, la
industria, asi como las agencias nacionales como internacionales tales como la
comision europea reconocen el gran potencial de los PMIs en quimica analitica y
otras areas lo cual da pauta a que su desarrollo sea mas rapido y con ello su
aplicacion para resolver problemas reales en distintas areas como la que nos

ocupa, el area forense.

8.4.1. Definicién

Técnica utilizada para la sintesis de polimeros organicos o inorganicos
capaces de reconocer moléculas utilizadas durante su sintesis denominadas
plantillas o moléculas molde. El reconocimiento llegar a ser posible debido a que la

estructura de tales polimeros incluyen areas (sitios impresos) que pueden
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interactuar especificamente (interacciones complementarias) con aquellos
compuestos cuya estructura sea complementaria en forma y tamano al sitio de
impresion.'®

Es un método usado para preparar polimeros sintéticos con sitios de
reconocimiento selectivos predeterminados para un analito(s) de interés.?

Es un método versatil para crear matrices macromoleculares que presentan
una conducta selectiva en el reconocimiento molecular.?’

Se considera también como un método para preparar materiales que
contienen sitios de reconocimiento de selectividad predeterminada conocido como

Polimerizacién Moldeada.?

18



8.5. FUNDAMENTOS DE LA IMPRESION MOLECULAR

8.5.1. Principio General de la Impresion Molecular

Los PMIs son matrices sintetizadas artificialmente que presentan, en
teoria, la capacidad de reconocer e interaccionar de forma especifica con
determinadas moléculas que produjeron en su estructura la huella
correspondiente. Es decir, se trata de materiales biomiméticos que reproducen de
un modo mas basico el mecanismo de reconocimiento de los sistemas bioldgicos
convencionales como: hormona-receptor, enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo,
etc. Son consideradas por varios autores como “anticuerpos artificiales”
(plastibodies). Idealmente, éste es el comportamiento que cabria esperar; sin
embargo, en la practica no sucede asi debido a la existencia de interacciones de
distinta naturaleza.

Los PMIs son sintetizados introduciendo la presencia de una plantilla
molecular de entrada, la cual es disefiada para la impresion. Un prerrequisito
importante para su preparacion es la formacion de un complejo pre polimerizado
que sea estable entre el monémero y la plantilla de las moléculas. Para obtener
este complejo, la plantilla y el mondmero se mezclan de manera apropiada y en un
disolvente apropiado antes de la polimerizacién (generalmente en un medio
aprotico).

El principio de Impresién Molecular para obtener materiales poliméricos
impresos involucra tres etapas. En la primera etapa, denominada pre-ensamblaje,
se prepara una mezcla de mondmeros funcionales y la plantilla molecular o
molécula molde. En esta etapa toma lugar un proceso de pre-polimerizacion entre
los mondmeros y la plantilla para formar un complejo, ya sea por medio de enlaces
covalentes o por interacciones no covalentes (puentes de hidrégeno, i6n-ién, ion-
dipolo, etc.). En la segunda etapa, se lleva a cabo la polimerizacién del complejo

pre-polimerizado con un exceso de agente reticulador para obtener la matriz
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polimérica que contiene &reas con disposicion de grupos funcionales
determinados mediante la plantilla molecular. Finalmente, la tercera etapa consiste
en la extraccion de la plantilla de la matriz polimérica, ya sea por medio
extracciones liquido-liquido (en el caso de la impresion no covalente) o por ruptura
de enlaces quimicos entre la plantilla y el polimero impreso (caso de la impresién
covalente). Como resultado del proceso, el material impreso adquiere cavidades
que, idealmente, deben estar relacionadas con la plantilla molecular en tamanio,
forma y disposicién de los grupos funcionales (figura 8).%°

Después de la polimerizacién, el polimero se tritura y tamiza para obtener
un cierto tamano de particula, y la plantilla se remueve mediante lavados repetidos
con disolventes organicos. Las propiedades del polimero obtenido por esta
tecnologia son diferentes de las propiedades del polimero formado en la pre-
polimerizacion porque después de remover la plantilla, el polimero final permanece
impreso. La impresion es complementaria a la molécula de entrada en tamano y
forma, en su propiedad fisicoquimica y capaz de reconocer y enlazarse repetidas

veces con otras moléculas de entrada.

Monomeros
oA
' . B Extraccion
- : Polimerizacion
Autoensamblaje I [ —_—
e —
@ Q O
Plantilla
molecular

Reenlazamiento

Figura 8. Principio de la Impresién Molecular.
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8.6. POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESOS (PMIs)

8.6.1. Definicion

Son polimeros que forman matrices sintéticas obtenidas a partir de
materiales con la capacidad de adoptar en su estructura la forma de las moléculas
presentes en el medio en el que se polimerizan y permanecen en el material a
modo de moldes moleculares, permitiendo asi, el reconocimiento e interaccion de
forma especifica con determinadas moléculas.

Se definen como fases poliméricas con determinada selectividad
predeterminada para una molécula en particular o un grupo estructuralmente

relacionado de moléculas (figura 9).%*

Cruzador o ; 5
Mondmeros Funcionales

Ligante
K‘! P
-y e —
8 — @28y
.4 ‘] I -
Polimerizacion Exiraccion
/_)l . L de la Plantilla
Plantilla o FMI

Molécula Molde ” .
i

L &3

PMI %,433

Figura 9. Elementos participantes en la Impresion Molecular

Interaccion
Selectiva

8.6.2. Historia

El arte de la impresion molecular no es una nueva ciencia. Los primeros
reportes de la técnica se remontan a los primeros afos de la década de los 30s
cuando el quimico soviético M.V. Polyakov prepara una numerosa serie de placas
de gel de silice y observdé que cuando las preparaba con un disolvente como
aditivo, la silice mostraba un fendmeno de mayor afinidad de enlace por el
disolvente. Aunque Polyakov continuo con este trabajo hasta 1950 sus

descubrimientos pocas veces salieron mas alla de Europa del este.

21



Un estudio posterior también utilizé silice pero no tuvo mayor impacto. En 1949, el
estudiante mas avanzado de Linus Pauling, Frank Dickey, publicd sus resultados
de experimentos realizados con gel de silice preparados en presencia de tinturas.
Dickey observo que después de remover la tintura de la base, la silice puede
reenlazarse en la misma tintura de manera preferencial con relacién a otras. La
impresion sobre silice continué durante los afnos 50s y 60s pero el numero de
publicaciones sobre el area fueron pocas. Sin embargo, en 1972 hubo un cambio
en la técnica de impresién molecular realizado por el grupo de Guenter Wulff, ellos
lograron preparar la impresion molecular de un polimero organico. Wulff se basé
en lo que ahora se conoce como “teoria covalente” para preparar el polimero
organico molecularmente impreso capaz de diferenciar los enantiomeros del acido
glicérico. Posteriormente, desde los 70s hasta los 80s, el grupo de Wulff no dejo
de publicar trabajos sobre esta misma propuesta. El segundo “boom” notable se
dio en 1981 cuando Mosbach y Arshady reportaron PMiIs organicos
fundamentados unicamente en interacciones no covalentes. Esta propuesta se
denomind “teoria no covalente” como oposicion a la postulada por Wulff, y fue
asi que esta propuesta, tan simple y con una metodologia aparentemente trivial,
trajo consigo la explosion de la impresién molecular que se dio durante los afios
90s. Hoy en dia, el debate de ambas propuestas continua. Sin embargo, se ha
aceptado que tienen ventajas y desventajas. En 1995, Whitcombe y col.®
propusieron una teoria intermedia que parecido combinar las ventajas de las dos
propuestas, denominada “semicovalente” la cual depende de las interacciones
covalentes durante la etapa de pre-polimerizacion pero requiere de interacciones
no covalentes durante el proceso de reenlazamiento. Lo importante aqui es que
para mejorar el subsecuente enlazamiento geométrico no covalente, el grupo de
investigacion propuso incorporar un grupo funcional que sacrificarian
posteriormente ya que estaba disefiado para perderse durante la remocion de la
plantilla. Sin embargo, la propuesta no covalente es hasta el momento por mucho
la mas utilizada en la sintesis de PMIs.®
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8.6.3. Caracteristicas de los PMIs

Independientemente de las propiedades de reconocimiento molecular de los
Polimeros Molecularmente Impresos, sus caracteristicas fisicas y quimicas son
altamente importantes. Estos materiales presentan resistencia a distintos factores
ambientales que pueden producir degradacion. Asi, los PMIs son
extraordinariamente estables a tensiones mecanicas, temperaturas y presiones
elevadas, tratamientos con acidos, bases o iones metalicos y al empleo de
distintos disolventes. El tiempo de vida media de los polimeros también llega a ser
elevado: su almacenamiento por varios afos a temperatura ambiente permite,
aparentemente, conservar su desempefio. Ademas, los polimeros se pueden
utilizar repetidamente hasta 100 veces por periodo de hasta 8 afos sin que
puedan perder su capacidad de “memoria”. En comparaciéon con aquellos
compuestos bioldgicos de origen natural, los cuales a menudo son proteinas,
estos materiales ofrecen ventajas altamente competitivas. Algunas de las
caracteristicas de los PMIs se muestran en la tabla 1.%°

Tabla 1. Caracteristicas de los Polimeros Molecularmente Impresos

Caracteristica Descripcién
Estabilidad Fisica Resistentes a mecanismos de

tensién, temperatura y presiones
elevadas

Estabilidad quimica Resistentes a medios acidos, bases,
distintos disolventes organicos vy
iones metalicos

Tiempo de vida media elevado Mayor a 8 anos sin disminucion de su

desempeio
Capacidad 0,1 mg- 1,0 mg/ g e polimero
Capacidad de reconocimiento Uso repetido de mas de 100 veces

sin disminucion

Porcentaje de recuperacion Mayor a 99,0%
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8.6.4. Ventajas y Desventajas

Las ventajas y desventajas que ofrecen los PMIs se mencionan a

continuacion.
8.6.4.1. Ventajas de los PMIs

1. Sensibilidad y selectividad elevadas

2. Poseen una mayor estabilidad que los sistemas biolégicos de
reconocimiento.
Posibilidad de desarrollar PMIs destinados a muy diversos analitos.
Tedricamente se puede predecir el grado de especificidad

Produccion de bajo costo a escala industrial.

o g~ W

Tiempo de vida largo: estabilidad quimica, térmica y mecanica altas.

8.6.4.2. Desventajas de los PMIs

1. Tecnologia en desarrollo en el ambito de los biosensores.

2. En general, las constantes de afinidad son bajas, es decir, que la
tendencia del analito y de los PMIs a unirse es pequeia. Esto implica
mayores tiempos de analisis.

3. Requiere altas concentraciones de moléculas molde

4. En el procedimiento de sintesis de los PMIs conlleva multiples etapas y
resulta laborioso.

5. Dificultad para operar en medios acuosos porque no se produce el

reconocimiento del analito.
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8.7. IMPRESION COVALENTE E IMPRESION NO COVALENTE

Se han propuesto dos teorias para la sintesis de PMIs, las cuales difieren
en el tipo de enlace entre el mondmero y la plantilla molecular. Los principales
mecanismos de preparacion de PMIs se dividen en covalentes y no covalentes.
Aunque también hay una propuesta intermedia denominada semicovalente en la
que se efectuan interacciones de coordinacion (figura 10).

ecnologia de
Impresion Molecula

Sistema de Sistema
Autoensamblaje Preorganizado

Figura 10. Teorias de la Impresiéon Molecular.

8.7.1. Impresion Covalente

Esta primera propuesta fue realizada por Wulff y Saran la cual implica una
reaccion quimica entre las moléculas molde (plantilla) y el monémero funcional
formando un polimero impreso enlazado covalentemente y posteriormente la
remocion de la plantilla del polimero al final del proceso por ruptura del enlace
(hidrolisis).?’

La ventaja de la propuesta covalente es que ofrece homogeneidad y
eficiencia de los sitios de enlace en los PMIs obtenidos debido a la formacién de
enlaces quimicos. Sin embargo, tiene limitaciones como el hecho de solo obtener
pares combinados de mondémero-plantilla en la cual la formacién y ruptura de los
enlaces covalentes es un proceso reversible que se presenta bajo condiciones

relativamente suaves.
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8.7.2. Impresion No Covalente

Es la segunda propuesta, la cual se conoce como propuesta no covalente,
se encontré que puede ser mas versatil; Arshaday y Mosbach'?, en 1981, son los
primeros en describir esta propuesta. En la sintesis no covalente, se utiliza una
propiedad importante de las moléculas poliméricas. Esta propiedad forma una
base para la organizacion de las estructuras del complejo biolégico. Esta es la
capacidad de las macromoléculas de auto organizarse o auto ensamblarse. Las
fuerzas direccionales de asociacion de la plantilla y moléculas monoméricas
pueden ser varias interacciones no covalentes: ion-ion, idn-dipolo, dipolo-dipolo e
interacciones hidrofilicas y puentes de hidrégeno. La evidente debilidad de esos
enlaces se puede compensar con el gran numero de sitios de enlaces. El método
de interacciones no covalentes en la impresion molecular es el modelo que se
asemeja mas al modelo de reconocimiento natural.

La técnica no covalente es mas versatil, ya que el rango de plantillas

moleculares es mas elevado en comparacién con la técnica covalente (figura 11).

COVALENTE
1 Polimerizacion
Mond H Hidrolisis
onémero
Funcional Covalente

Complejo \\:}

Flantilla-Monomero

A
‘tg) é

'?::] Interacciones PMI

Plantilla .. b Plantilla-Monémero 7
_&] Folimerizacion Eliminacion
B de la Plantilla
L&?} —>
MO COVALENTE

Figura 11. Representacion grafica de las teorias propuestas

para la formacion de PMis.
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8.7.3. Impresion Semicovalente.

Se considera como un hibrido de la teoria covalente y no covalente. La
sintesis por esta via se realiza mediante complejos metalicos. Como resultado, el
complejo metalico funciona como ligante entre el o los monémeros funcionales y la
plantilla molecular permitiendo la disposicién de los grupos funcionales para el
reenlazamiento mediante puentes de hidrégeno (figura 12). En la etapa de pre-
polimerizacion se lleva a cabo la formacion de los enlace covalentes y posterior al
proceso de polimerizacion, durante el reenlazamiento del analito a los PMIs, se
dan las interacciones no covalentes. La separacion se realiza en presencia de la

plantilla y por diferencias en la estabilidad entre ambos.®

Mondmero Mondémero

‘ Ligante metalico
o»>-@ ~ %ﬁ,ﬁ
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Polimero

Figura 12. Teoria Semicovalente de la sintesis de PMIs.

En la practica diaria, la teoria no covalente es mas utilizada en relacion al
método covalente debido a la formacién de un complejo por mezcla de una
plantilla con un monémero funcional en un disolvente adecuado. No se requiere
modificacion quimica, y la plantilla se remueve mediante lavados consecutivos del
polimero con un disolvente o mezcla de disolventes. La gran mayoria de los PMIs
actualmente conocidos que han encontrado un uso en la quimica analitica son

sintetizados por el método de impresion molecular no covalente.
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8.8. POLIMERIZACION

8.8.1. Métodos de Polimerizacién

8.8.1.1. Polimerizacion por radicales libres

La polimerizacién por radicales libres ( o crecimiento en cadenas) es el
método sintético mas importante del que se dispone hoy en dia para la
transformacién de un mondémero en polimero, y es aprovechada enormemente en
la industria para la produccion a gran escala de un numero importante de plasticos
comerciales. Numerosos mondmeros vinilicos se pueden polimerizar de manera
efectiva con excelentes rendimientos mediante métodos de polimerizacion por
radicales libres, incluyendo etileno, estireno y metacrilato de metilo los cuales son
de particular importancia en la industria. La polimerizacion por radicales libres se
puede llevar a cabo en grandes cantidades ya sea bajos condiciones suaves (por
ejemplo a temperatura ambiente y presion normal) o en solucion, y resulta
tolerante a la presencia distintos grupos funcionales en mondémeros e impurezas
presentes en el sistema (por ejemplo agua). Por estas razones asi como por el
hecho de que se dispone de muchos mondémeros vinilicos a bajo costo, hacen de
este método, el ideal para la preparacién de PMls.

El mecanismo de polimerizacién por radicales libres se caracteriza por
presentar tres estados distintos: (1) iniciacién, (2) propagacion, y (3) terminacion.
De estos es importante enfatizar dos puntos. Primeramente, en una polimerizaciéon
tipica por radicales libres la velocidad de propagacién (crecimiento en cadena) es
usualmente mucho mas rapida que la velocidad de iniciacion de tal manera que se
inicia lo mas pronto posible una nueva cadena polimérica para aumentar la
propagacion y obtener un peso molecular elevado en un tiempo relativamente
corto antes de que termine la reaccion. Aqui lo que mas interesa es que el peso
molecular elevado se pueda obtener en el sistema aunque la cantidad de

monémero consumido sea bajo.?®
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Segundo, la fuente de radicales libres (el iniciador) esta normalmente activa
al término de la polimerizacién, de tal forma que si uno esta disponible para tomar
un muestra del sistema en determinado momento, uno puede observar la
presencia de mondmeros en reposo Yy el iniciador propagando la cadena
polimérica asi como las cadenas de alto peso molecular terminadas
(repentinamente).

Muchos iniciadores quimicos con propiedades quimicas diferentes se
pueden utilizar como fuente de radicales en la polimerizacién por radicales libres.
Normalmente los utilizan en bajos niveles en comparacion con los monémeros, por
ejemplo 1% de masa, o0 1 % de mol con respecto al total moles de enlaces dobles
polimerizables. La velocidad y modo de descomposicidon de un iniciador para
radicales puede tener varias causas y distintas vias de terminacion, incluyendo
calor, luz y por medios quimicos/electroquimicos dependiendo de su naturaleza
quimica. Por ejemplo, el iniciador azobisisobutironitriio (AIBN) se puede
descomponer convenientemente por fotolisis (UV) o termdlisis para obtener los
radicales necesarios para iniciar la propagacion de un numero de mondmeros
vinilicos. Un ejemplo claro se ilustra en la figura 13 en donde AIBN genera los
radilcales necesarios para polimerizar al metacrilato de metilo, ya sea bajo

condiciones térmicas o fotoquimicas para dar poli (metilmetacrilato).?®
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Figura 13. Conversion del mondmero metacrilato de metilo mediante

polimerizacion por radicales libres a poli (metilmetacrilato)
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8.8.1.2. Copolimerizacion por radicales libres

A menudo es la técnica ideal, pero no es exclusiva en los circulos de la
impresion molecular para polimerizar simultaneamente (copolimerizar) dos 0 mas
monomeros vinilicos en el mismo matraz de reaccion para dar copolimeros
(opuestos a los homopolimeros, los cuales surgen de la polimerizacion de un
monomero simple). Esto permite preparar productos con propiedades diferentes a
los homopolimeros. Por ejemplo, el metacrilato de metilo se puede copolimerizar
con un mondémero mas hidrofébico como el metacrilato de butilo para dar un
copolimero, para cualquier cadena polimérica dada, pudiendo presentar una
distribucion estadistica de las unidades metacrilato de metilo y butilo a lo largo de
la cadena del polimero. La distribucion aleatoria puede depender de las
concentraciones relativas de dos mondomeros en el suministro previo a la
polimerizacion (figura 14a). El copolimero lineal resultante, poli (metil metacrilato-
co-butil metacrilato), puede ser soluble en un disolvente termodinamicamente

compatible.?®
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Figura 14. Copolimerizacion de radicales libres de: a) metilmetacrilato con
n-butilmetacrilato, y (b) estilbeno y anhidrido maleico. Polimero (a)
es un copolimero probabilistico mientras que el polimero (b)

es un copolimero especifico.
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Se debe tener especial cuidado en la utilizacién de la copolimerizacion por
radicales libres tomando en cuenta las reactividades relativas de los monémeros
constituyentes y observando que no todos los mondmeros se consumen a la
misma velocidad, de otro modo la composicion quimica de los productos
copolimerizados y la distribucion de las unidades monoméricas con los
copolimeros puede ser dificiles de predecir unicamente a partir de la composicion
monomeérica dada.

Como se ha ilustrado en ejemplos sobre esta idea, ciertos pares de
monomeros copolimerizados dan especificamente copolimeros alternos (Por
ejemplo el estilbeno y el anhidrido maleico, figura 14b) sin considerar la
composicion monomérica dada, mientras que otros pares de monémeros (Por
ejemplo maleimida y anhidrido maleico) copolimerizan ineficientemente o nada.
También se ha sefalado que para un par de monémeros dados, la composicion
molecular del copolimero obtenido y la distribucion de las unidades monoméricas
dentro del copolimero también depende de las concentraciones relativas del
mondmero y su variacién con respecto al tiempo.

Afortunadamente, las reactividades de muchos de los monémeros comunes
son conocidas y han sido reportadas, normalmente en la proporcién en la que
reaccionan para dar pares de mondmeros. En la copolimerizacion por radicales
libres de dos mondémeros vinilicos, A y B, donde el mondmero A es el ultimo en
salir de la propagacion de la cadena polimérica, la constante de velocidad de la
reaccion para la reacciéon de este radical polimérico con el monémero A esta dada
por kaa, y la constante de la velocidad para la reaccion del mismo radical
polimérico con el mondmero B esta dada por kag. La proporcion de reactividad
para el mondmero A, ra, con respecto al monédmero B, esta definida como la
proporcion de dos constantes de velocidad, por ejemplo ra= kaa/ kas. Mediante un
analisis semejante, la proporcién de reactividad para el mondémero B, rg, con
respecto al mondmero A, donde el mondmero B es el ultimo en salir de la

propagacion de la cadena polimérica, esta dada por rg= kgg/Kga.
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En la copolimerizacién por radicales libres de dos mondémeros vinilicos, A 'y
B, la velocidad en la cual el mondmero es copolimerizado depende de la
reactividad inherente al monémero y el radical derivado del mismo mondémero.
Pero también ahora de aquellos valores de reactividad comparados con los
correspondientes valores para el segundo mondmero. En la practica, a menudo
aparece una pelicula compleja, especialmente cuando las consideraciones de
propagacion del mondmero son también influenciadas por otros factores
experimentales como la temperatura de reaccion y la concentracion del
monomero. Sin embargo, la proporcion de reactividad para los monémeros A y B,
los cuales se expresan normalmente como ra y rg, respectivamente, se pueden
utilizar para predecir el resultado final de la una copolimerizacion dada,
involucrando Ay B.

Los valores de reactividad normalmente van de un rango de 0-1, pero
pueden llegar a ser mucho mas altos en algunas instancias. Una proporcién baja
en los valores de reactividad implica una baja reactividad mientras que un valor
alto implica una alta reactividad. Si los dos mondémeros, cuando estan combinados
el uno o el otro, tienen un valor moderado (~0,5, por ejemplo el estireno y el
metacrilato de metilo) entonces el copolimero formado tendra una composicién
similar pero no necesariamente idéntica para el monémero dado. Si ambos valores
tienen un valor bajo (~0, por ejemplo estilbeno y anhidrido maleico) entonces la
copolimerizacion pude ser baja y tiene una tendencia a formar especificamente
copolimeros alternos. Finalmente si una proporcion del valor de reactividad es alto
(por ejemplo, estireno) al mismo tiempo que el otro valor es relativamente bajo (~0,
acetato de vinilo) entonces la tendencia puede ser el consumo de un mondémero
preferentemente casi al inicio de la copolimerizacion y el segundo monomero casi
al final del mismo causando un aumento para una mezcla reducida de
homopolimero A y homopolimero B predominantemente, al contrario que un

polimero.
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8.8.1.3. Polimeros reticulados

Todos lo procesos de polimerizacidon mencionados previamente involucran
la propagacion (crecimiento) de polimeros derivados de monémeros con un simple
grupo polimerizable, de aqui en adelante se referira a ellos como
mono-monomeros funcionales o simplemente, mondmeros funcionales. Estos,
normalmente polimerizan para dar macromoléculas lineales que son solubles en
disolventes quimicamente compatibles. Cuando estos mono-mondémeros
funcionales se polimerizan, cualquiera de ellos o en combinacién con un
co-mondmero(s), el resultado final es completamente diferente y esto permite la
preparacion de un gran numero de arquitecturas poliméricas no lineales de un alto
valor comercial. Estos materiales pueden ser solubles o insolubles, y puede ser
convenientemente clasificados como moléculas ramificadas, microgeles y cadenas
o redes macroscopicas (figura 15). Los mondmeros multifuncionales son mas
comunmente referidos como reticuladores, y funcionan uniendo quimicamente dos

0 mas cadenas poliméricas lineales.?®

S

Lincal Ramificado
; D
Red macroscdpica Microgel

Figura 15. Representacidon esquematica ilustrando polimeros con diferentes

topologias: Lineal, ramificado, red macroscoépica y microgel.
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Los polimeros ramificados, microgeles y cadenas macroscoépicas pueden a
menudo prepararse segun convenga el caso, ya sea por polimerizacién por
radicales libres o por cadenas lineales. Por citar un ejemplo tecnoldégicamente
relevante, la resina de Merifield ha tenido aplicaciones en catalisis quimica y
extraccion en fase solida y puede prepararse facilmente por copolimerizacion del
estireno (como el mondémero funcional) con divinilbenceno (como el agente
reticulante) para dar una cadena macroscoépica de poli (estiren-co-divinilbenceno),

cuya estructura quimica puede predeterminarse (figura 16).
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Figura 16. Representacion esquematica de la red del polimero reticulador

originando la copolimerizacion del estireno con p-divinilbenceno.

En el campo de Ila impresion molecular, las redes poliméricas
macroscopicas han sido el tipo de polimeros no lineales mas ampliamente
sintetizados y estudiados, debido a que pueden ser especies insolubles que dan
rigidez e imparten estabilidad mecanica para un sitio de enlace impreso. Se han
encontrado algunos reportes en la literatura describiendo la impresion de
microgeles (solubles) y macromoléculas lineales, pero estas son relativamente

pocas.
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8.8.1.4. Polimeros tipo gel, macroporos poliméricos y microgeles de polvos

En una copolimerizacién estan incluido, un monémero monofuncional y un
mondémero multifuncional, dos de los mas importantes parametros experimentales
que gobiernan la naturaleza fisica del producto son:1) la proporcion nominal del
reticulador (ligando), definido como el porcentaje de reticulador con respecto al
total de moles de mondmero, 2) el volumen y naturaleza del disolvente en el cual
la polimerizacion se lleva a cabo. De la recopilacion de informacion obtenida de
numerosas polimerizaciones reticuladas, donde los volumenes de reticulador y el
volumen de disolvente han sido sistematicamente variados, es posible construir un
diagrama de pseudofase (figura 17) para predecir la naturaleza fisica probable de
un polimero. El diagrama pseudofase consta, principalmente de tres regiones
aparentes, por ejemplo los polimeros tipo gel, macroporos poliméricos, y polvos
microgélicos. Al mismo tiempo es posible hacer cierto numero de
generalizaciones, esto es importante para apreciar que los limites entre los
diferentes tipos de polimeros en el diagrama de pseudofase son un tanto borrosos,
esto es consecuencia de la influencia de ciertos factores ademas de la proporcion
del reticulador y el volumen del disolvente (aunque en menor extension), y que
llevara a variaciones inevitables en el comportamiento de un tipo de polimero a

otro, por ejemplo el estireno respecto al metacrilato).?®
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Figura 17. Diagrama de pseudofase del polimero mostrando claramente
tres diferentes regiones, por ejemplo polimeros tipo

gel, polimeros macroporosos, y polvos de microgel.

En proporciones relativamente bajas de reticulador, por ejemplo <5%, o en
proporciones altas del mismo y en presencia de volumenes bajos de disolvente,
llegan a ser termodinamicamente compatibles con la red polimérica, y entonces la
situacion puede originar que la separacion de la red polimérica de la fase no se
presente durante la polimerizacién. En tal caso el producto es un polimero tipo gel
ligeramente solvatado el cual colapsa en seco para formar un polimero amorfo tipo
gel vidrioso. Tales materiales tipicamente poseen areas superficiales muy bajas en
cuanto a especificidad en su estado seco considerando las cadenas poliméricas
que llegan a estar en estrecho contacto molecular, aumentando significativamente
la termodinamica de aquellos que son buenos disolventes y tienen propiedades
mecanicas pobres especialmente cuando la proporcion de reticulador es muy bajo.
Los polimeros tipo gel han encontrado poca aplicacion en la impresiéon molecular
hasta la fecha, debido a sus propiedades mecanicas relativamente pobres las
cuales hacen de ellos menos atractivo para aplicaciones que involucran un flujo

por completo, como por ejemplo la cromatografia de liquidos de alta resolucion.
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En proporciones relativamente altas del reticulador, y/o en presencia de
volumenes altos de disolvente, el crecimiento de la matriz polimérica es capaz de
separar la fase del medio de polimerizacién aumentando la cantidad de polimeros
macroporosos. El término “macroporo”, es usado explicitamente por el hecho de
que los polimeros son poros pero eso no quiere decir que implica alguna otra cosa
acerca de la morfologia detallada del polimero, por ejemplo el tamano promedio
del poro o el tamano de distribucion del poro. Los polimeros macroporosos se
caracterizan por tener permanentemente estructuras porosas, aun en estado seco,
y areas superficiales mucho mas especificas que las resinas tipo gel, y aun con
disolventes termodinamicamente no compatibles pueden accesar a lo poros.
Ademas, los polimeros macroporosos son mecanicamente mas robustos que los
polimeros tipo gel lo cual explica los altos niveles de reticulador presente. Por
estas razones es que se prefieren los polimeros macroporosos cuando se desea
desarrollar de manera efectiva PMls.

Un fendmeno interesante se observa cuando el volumen de disolvente
usado se incrementa mas alla de lo normalmente utilizado para preparar polimeros
macroporosos. Bajo condiciones mas diluidas, las particulas de polimero primario
que se forman, las cuales normalmente se fusionan para formar polimeros tipo gel
0 polimeros macroporosos bajo condiciones concentradas, permanecen en un
estado dispersado y son a menudo recuperados directamente como polvos. Las
particulas primarias son conocidas como microgeles y los productos por
consiguiente como microgeles de polvo. Recientemente, los microgeles han tenido
un incremento importante ocasionando el interés de la impresion molecular, y junto
con el reciente desarrollo en la polimerizacién por emulsion, permiten la sintesis
de rutina de polimeros esféricos de tamano de micras con bastante buenos

rendimientos.
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8.9. SINTESIS DE PMls

8.9.1. Componentes
a) El analito de interés actua como molde o plantilla
b) Los mondémeros funcionales que interaccionan con el analito y para cuya
eleccion debe considerarse la naturaleza quimica del mismo (acida, basica,
ion metalico)
c) Los reticuladores que contribuyen a estabilizar la estructura del polimero.
d) Otros compuestos: iniciadores de la polimerizacién, disolventes para la fase

de sintesis, disolventes para la extraccion del analito.
8.9.2. Sintesis

El disefio y sintesis de PMIs puede ser algo intimidante en el ejercicio
profesional y no es para menos, ya que el numero total de variables
experimentales involucradas, como por ejemplo la naturaleza y niveles de plantilla,
monomero(s) funcional(es), reticulador(es), disolvente(s) e iniciador(es), el método
de iniciacion y duracion de la polimerizacion hacen de ello un proceso que implica
bastante planeacion. Afortunadamente, un buen numero de “reglas empiricas” han
aparecido en la literatura siendo utiles al respecto, sin embargo esto no es
suficiente para sentar las bases del proceso de polimerizacion por radicales libres.
Sin embargo contando con la informacion actual se pueden realizar varias
consideraciones para poder eficientar el disefio y sintesis de los PMIs para un
determinado analito.?®

A continuacion, se explicara el papel y funcion los elementos que
intervienen en la sintesis de PMIs tales como: La molécula molde o plantilla,

monomeros funcionales, reticuladores, disolventes e iniciadores.

38



8.9.2.1. Plantilla o Molécula Molde

En todos los procesos de impresion molecular la plantilla es de importancia
fundamental ya que ésta dirige la organizaciéon de los grupos funcionales
disponibles para los monomeros funcionales. Desafortunadamente y por varias
razones, no todas las plantillas se pueden emplear debido a su baja sensibilidad al
moldeado. En términos de compatibilidad con la polimerizacion por radicales
libres, las plantillas tienen que ser, idealmente, estables y quimicamente inertes
bajo las condiciones de polimerizacion. Asi, se tienen que idear estrategias de
impresion que permitan el uso de la plantilla en el proceso de polimerizacién. Por
ello, es necesario realizar ciertos cuestionamientos sobre la plantilla, tales como:
(1) la plantilla es capaz de soportar algun grupo polimerizable?, (2) la plantilla
proporciona la funcionalidad para que pueda potencialmente inhibir o retardar una
polimerizacion por radicales libres, por ejemplo un grupo intermediario como un tiol
o una hidroquinona ?, y (3) la plantilla podra ser estable a temperaturas
moderadamente elevadas (por ejemplo en o alrededor de 60 °C si el AIBN es

utilizado como inhibidor quimico) o en exposiciones a radiacién UV?.

8.9.2.2. Mondmeros Funcionales

Son los responsables de las interacciones en los sitios de enlace impresos
y para protocolos de impresion molecular no covalente, normalmente se utiliza un
exceso en relacion al un numero de moles de plantilla empleados, favoreciendo la
formacion del complejo plantilla-mondmero funcional (la proporcién de la plantilla
respecto al monémero funcional es de 1:4, y aumenta en el caso de que la
impresion sea diferente). Esta claro que es importante coincidir la funcionalidad
de la plantilla con la de un monémero funcional en un molde complementario (por
ejemplo, un donador con un aceptor de hidrégeno) para maximizar la formacion

del complejo y asi el efecto de impresion.
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Cuando dos o mas mondémeros funcionales se utilizan simultdneamente en
un “cocktel” de polimerizacion, también es importante tener en mente la
proporcion estequiométrica de los mondmeros para garantizar que la
copolimerizacién sea viable. Anteriormente, también era importante hacer notar
que la complejacion de la plantilla por el mondmero funcional podia verse
influenciada hasta cierto punto, por la reactividad del monémero como resultado
de perturbaciones electrénicas o estéricas de éste.

Una gran cantidad de monomeros funcionales con diversas estructuras
quimicas y polaridades diferentes estan disponibles comercialmente y muchos
mas se pueden preparar mediante una estrategia de sintesis adecuada. En la
figura 18 se observan las estructuras quimicas de una seleccion de mondmeros
funcionales mas importantes. Estos compuestos son los siguientes: Acidos como
al) acido metacrilico (MAA); all) acido p-vinilbenzoico; alll) acido acrilico (AA);
alV) acido itaconico; aV) acido 2-(trifluorometil)-acrilico (TFMAA); aVl) acido
acrilamido-(2-metil)-propano sulfénico (AMPSA). Basicos como bl) 4-vinilpiridina
(4-VP); bll) 2-vinilpiridina (2-VP); blll) 4-(5)-vinilimidazol; blV) 1-vinilimidazol; bV)
alilamina; bVI) N,N-dietil-aminoetil-metacrilamida (DEAEM); bVII) N-(2-aminetil)-
metacrilamida; bVIII) N,N-dietil-4-estirilamidina; biX) N,N,N-trimetil
aminoetilmetacrilato; bX) N-vinilpirrolidona (NVP); bXl) estér etil-urocanico, y
Neutros como nl) acrilamida; nll) metacrilamida; nlll) 2-hidroxietil metacrilato (2-
HEMA); nlV) acido trans-3-(3-piridil)-acrilico; nV) acrilonitrilo; nVI) metilmetacrilato

(MMA); nVII) estireno; nVIII) etilestireno.
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Figura 18. Lista de mondmeros funcionales.
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8.9.2.3. Reticuladores o Ligantes

En un polimero impreso el reticulador cumple con tres funciones principales.
La primera, controla la morfologia de la matriz polimérica determinando si es tipo
gel, macroporo o polvo de microgel. Segundo, estabiliza el sitio de enlace impreso.
Finalmente, proporciona estabilidad mecanica a la matriz polimérica. Se ha escrito
mucho respecto al efecto del reticulador sobre la conducta en el reconocimiento
molecular de los polimeros impresos, pero desde el punto de vista de la
polimerizacién, se prefieren las proporciones elevadas de reticulador para penetrar
completamente a los materiales porosos y asi generar materiales con adecuada
estabilidad mecanica. Los polimeros con proporciones elevadas de reticulador en
mas de un 80% es el estandar utilizado.?®

Por la misma razén de que uno puede relacionar la proporcién de
reactividad de los mondmeros funcionales en un cocktel de polimerizacién para
garantizar la incorporacion suave de los co-mondmeros, la proporcion de
reactividad del reticulador se debe idealmente relacionar con los mondémeros
funcionales. Como se ha visto, la proporcion reactiva del reticulador puede no
conocerse; en tal caso las aproximaciones algunas veces se pueden realizar a
través de estudios de los valores de estructuras analogas. Esto ocasiona que los
grupos vinilo puedan ser quimicamente distintos en mondmeros multifuncionales
con distinta proporcién reactiva, por ejemplo diferentes grupos vinilo se pueden
incorporar a diferentes velocidades al polimero.

Actualmente se conocen cierto numero de reticuladores compatibles con la
impresion molecular, muchos estan disponibles comercialmente y pocos son
capaces de complejarse simultaneamente con la plantilla permitiendo la actuacion
de los monodmeros funcionales. En la figura 19 se muestran varias estructuras

quimicas bien conocidas de los reticuladores o ligantes.
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Figura 19. Lista de reticuladores utilizados para la impresion molecular.
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Estos son xl: p-divinilbenceno(DVB); xlI: 1,3-diisopropenil benceno (DIP);
xlll: etilenglicol dimetacrilato (EGDMA); xIV: tetrametilen dimetacrilato (TDMA); xV:
N,O-bisacriloil-L-fenilalaninol; xVI: 2,6-bisacriloilamidopiridina; xVII: 1,4-fenilen
diacrilamida; xVIII: N,N'-1,3-fenilenbis(2-metil-2-propenamida) (PDBMP); xIX: acido
3,5-bisacrilamido benzoico; xX: 1,4-diacriloil piperazina (DAP); xXI: N,N'-
metilenbisacrilamida (MDAA); xXIl: N,N'-etilen bismetacrilamida; xXIIl: N,N'-
tetrametilen bismetacrilamida; xXIV: N,N'-hexametilen bismetacrilamida; xXV:
Anhidroeritritol dimetacrilato; xXVI: 1,4,3,6-dianhidro-D-sorbitol-2,5-dimetacrilato;
xXVII:  isopropilenbis(1,4-fenilen) dimetiimetacrilato; xXVIII:  trimetilpropano
trimetilmetacrilato  (TRIM); xXIX: pentaeritritol triacrilato (PETRA); xXX:
pentaeritritol tetracrilato (PETEA).

8.9.2.4. Disolventes o Pordgenos

Los disolventes sirven para que todos lo componentes en la polimerizacién,
por ejemplo, la plantilla, el(los) mondmero(s) funcional(es), el reticulador y el
iniciador, estén dentro de una misma fase. Sin embargo, también cumplen con una
segunda funcién importante como el hecho de ser los responsables de crear los
poros en los polimeros macroporosos. Por esta razdn, es completamente comun
referirnos al disolvente como un “porégeno”. Cuando los polimeros macroporosos
llegan a prepararse, la naturaleza y nivel de porégeno se puede utilizar para
controlar la morfologia y el volumen total del los poros. De manera mas especifica,
el uso de un disolvente termodinamicamente estable nos conduce a poder obtener
polimeros con estructuras porosas bien desarrolladas y con areas superficiales
altamente especificas, por el contrario, el uso de un disolvente
termodinamicamente pobre puede conducir a obtener polimeros con estructuras
porosas poco desarrolladas y con areas superficiales poco especificas. Asi, el
incremento del volumen de porégeno incrementa el volumen del poro.

Algunas veces la doble funcién del porégeno como disolvente y como
agente formador de poros, se debe cambiar en una polimerizacién impresa no
covalente para maximizar simultaneamente la formacion del complejo plantilla-
monomero funcional. Normalmente, esto implica que los disolventes apolares y
aproticos como el tolueno, sean preferidos para estabilizar los puentes de
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hidrogeno, sin embargo si las fuerzas hidrofobicas se llegan utilizar para conducir
a la formacién del complejo entonces, el agua es un buen disolvente para realizar
el cambio.

8.9.2.5. Iniciadores

Son compuestos que se descomponen en el agua formando “radicales” muy
activos. La reactividad se transfiere a una particula de monémero, la cual a su vez
podra sumarse a otra particula de monémero sin perder su reactividad, iniciando la
reaccion en cadena.

No son catalizadores, ya que permanecen inalterables durante una
reaccion. Su eleccion dependera del tipo de enlaces que se presenten en el
proceso de polimerizacion. Por ejemplo, cuando se trata de enlaces no covalentes,
se prefiere un método de polimerizacion a bajas temperaturas empleando
iniciadores fotoquimicamente activos.

Las estructuras quimicas de los iniciadores seleccionados para la

polimerizacion se muestran en la figura 20.
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Figura 20. Iniciadores quimicos. il: azobisisobutironitrilo (AIBN); ill:
azobisdimetilvaleronitrilo (ABDV); illl: dimetilacetal de benzilo;

ilV: benzoilperoxido (BPO); iV: 4,4'.azo(acido 4-cianovalérico).
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8.10. PROCEDIMIENTO GENERAL DE LA POLIMERIZACION

La polimerizacion por radicales libres de los correspondientes mondmeros
funcionales es el método principal para la preparacion de PMIs. Los ejemplos de
compuestos que pueden utilizarse como plantillas son los siguientes'"*:

e Compuestos farmacéuticos como antibiéticos, B-bloqueadores, anestésicos,
opiaceos, etc.

e Aminoacidos

e Hormonas esteroides

e Herbicidas de la serie triazina

Varios monomeros funcionales son utilizados en la sintesis de PMIs
(Tabla 2). El acido metacrilico (MAA), acrilamida (AA), o la 4-vinilpiridina (4-VP)
son los frecuentemente utilizados. Hay una regla para la utilizacion del tipo de
monoémero funcional a emplear. EI MAA se utiliza como mondmero funcional en la
sintesis de polimeros con impresion molecular de compuestos organicos que
contienen grupos basicos, como por ejemplo las triazinas.?**° Mientras que la
4-VP se utiliza en el caso de tratarse de compuestos que contienen grupos acidos,

tales como el 4-nitrofenol, 4cido 2,4-diclorofenoxiacético y quercetina.®'2
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Tabla 2. Ejemplo de monomeros funcionales utilizados en la sintesis de

Polimeros Molecularmente Impresos.

Monomero funcional Estructura del | Interacciones mondmero-plantilla
mondomero
Acidos Acrilicos *‘v-,,_{':’ I6n-ion, puentes de hidrégeno
(R= H, CHs;, CF, ke
CH,COOH
Acidos Vinilbenzoicos N an N [6n-idn, puentes de hidrogeno
4 on
Acidos acrilamido o |6n-ién
- “TU YT s
sulfonicos 0
Aminometacrilamidas H I6n-i6n

(R= Hz, C2H5)

Vinilpiridinas
Vinilimidazoles
Acrilamidas
Acido
iminodiacético

N,N'-dietil-4-

vinilbenzamidina

4-(vinilbenzil)

I6n-i6n, puentes de hidrogeno,
transferencia de carga

I6n-idn, puentes de hidrogeno

puentes de hidrégeno

I6n-idn, puentes de hidrogeno

puentes de hidrogeno
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Un prerrequisito importante en la preparacion de los PMIs es el empleo de
una proporcion elevada de agente reticulador respecto a los monémero utilizados,
ya que le proporciona la rigidez al polimero. Esto es independiente del tipo de
teoria que se utilice para los procedimientos sintéticos (covalente, no covalente o
semicovalente). Usualmente, un agente de este tipo se utiliza en una proporcion
de 1:20 con respecto al monémero funcional obteniendo un rendimiento en la
mezcla de reaccién de un 70-90%.%

Para saber que agente reticulador es el adecuado para utilizar se requiere
considerar que sea lo suficientemente soluble en la pre-polimerizacion de la
mezcla de reaccion. Los agentes reticuladores o ligantes mas comunes se

resumen a continuacion (figura 21).

P e

4-Divinilbenceno N,H-I‘u‘letllenhlsacrllanmla

H
N
/\Hf \C 0 0 A,L 0
H H H

N,N-fenilenbisacrilamida 2.6-Bisacrilamidopiridina

(8
0 -JJ\/

Etilenglicol dimetacrilato Trimetilolpropano trimetacrilato

Figura 21. Ejemplos de agentes reticuladores.
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El cambio de agente reticulante depende de la naturaleza del monémero
funcional. Asi, por ejemplo, isémeros del divinilbenceno se utilizan frecuentemente
como agentes reticulantes en la sintesis de PMIs basados en poliestireno,
mientras que el dimetilacrilato de etilenglicol (EGDMA) se utiliza en la sintesis de
PMIs soportados en acido acrilico o metacrilico.>®

La cantidad de agente reticulante afecta la rigidez de los PMls, al mismo
tiempo la naturaleza de este agente afecta significativamente las propiedades
fisicoquimicas de la matriz polimérica.® =’

De este segundo punto se encontré que el EGDMA es el agente reticulador
mas apropiado, especialmente, para sistemas de acido metacrilico. No solamente
se encontré6 que los PMIs sintetizados con este agente reticulador son mas
especificos sino que también presentan buenas propiedades mecanicas,
estabilidad térmica, porosidad y humedad.

Frecuentemente, los PMIs se preparan mediante el método de emulsion. La
polimerizacion por radicales libres es inhibida por la presencia de oxigeno; la
mezcla de reaccion se purga con nitrégeno o argoén para remover el oxigeno. La
velocidad de polimerizacion depende de la naturaleza y concentracién del
iniciador.* 3°

El azobisbutironitrilo (AIBN) es el iniciador mas eficiente; la ruptura
homolitica es clave para formar dos radicales isobutironitrilo con liberacion de una

molécula de nitrégeno por calentamiento de la mezcla de reaccion a 60 °C:
Vs A or v
Nﬁh o -;.'.N-L' f”"‘i‘?N —..j' or v EN-%;"*<{ + ]"'~.]3

il Y
R+ + & "R —= R%R R
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Se observé que la sintesis de PMIs se puede llevar a cabo por disminucion
de la temperatura (de 15-20 °C) paralelamente iniciando la reaccion de
polimerizacion por radiacion UV (366 nm).** '

En este caso, se obtienen PMIs con gran capacidad de reconocimiento
molecular. Esto puede explicarse por el hecho de que el complejo de un
monomero y la plantilla en la pre-polimerizacion de la mezcla es mas estable a
bajas temperaturas.

Usualmente, los PMIs se utilizan como un polvo fino (25-50 pym), el cual se
prepara triturando un polimero sintetizado y tamizado sobre mallas moleculares.
Ademas, los PMIs se pueden preparar como particulas esféricas de
aproximadamente el mismo tamano con el uso de polimerizacién en suspension o
emulsion. Los polimeros con impresion molecular se pueden utilizar como soporte
en capa fina sobre una superficie de vidrio para cromatografia en capa fina, como
membranas, o como dispositivos sensoriales. Algunas veces, los PMIs son
sintetizados inmediatamente por cromatografia en columna o capilar; como
resultado, son llamados macroporos o capilares monoliticos, los cuales se han
incrementado en el uso de la CLAR o en el area de electroforesis capilar.** >
Usando la tecnologia de impresiéon molecular estandar, se puede disenar

un material impreso. Por ejemplo, considérese el siguiente sistema:

Molécula Molde o Plantilla
Mondémeros Funcionales
Reticulador

Disolvente o Porégeno

a bk w0 N =

Iniciador
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En el primer paso, la plantilla se disuelve en el porégeno junto con uno o
mas monomeros funcionales diferentes que también intervienen en la
polimerizaciéon. Los mondmeros funcionales son unidades quimicas polimerizables
que presentan grupos funcionales como carboxi, hidroxi, amino o grupos
aromaticos. EI mondémero funcional seleccionado para la sintesis depende de las
caracteristicas acidas o basicas de la plantilla. Si los monémeros funcionales son
liquidos, normalmente contienen inhibidores que evitan la degradacién por lo que

es importante eliminarlos antes de iniciar el proceso.

\
L |
=)

Monémeros
funcionales

Solvente o
Pordgeno

Plantilla o
templante

Figura 22. 12 etapa del proceso de sintesis de PMIs.

En esta primera etapa, inicia la pre-polimerizacién en donde se presentan
interacciones entre los diferentes reactivos adicionados (figura 22) formando
espontaneamente un complejo cuya estabilidad va a depender del grado de
complementariedad en las propiedades quimicas de la plantila con los
monomeros funcionales y de las propiedades (por ejemplo, la constante

dieléctrica) del disolvente en el cual estan disueltos.
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En el siguiente paso, se requiere de la adicion de una gran cantidad de
agente reticulador el cual puede ser de caracter hidrofilico o hidrofébico junto con
el reactivo iniciador como por ejemplo el AIBN. Ya que la polimerizacion por
radicales libres se inhibe por la presencia de oxigeno, la solucion normalmente se

purga de 5-10 min con un gas inerte como Nitrégeno (figura 23).

Iniciador Reticulante

Figura 23. 2%y 3% etapa de la preparaciéon de PMIs.

La polimerizacion se inicia elevando la temperatura a 60°C, o mediante
radiacion UV a baja temperatura (generalmente de 0-1 °C). Después, comienza la

ruptura homolitica del iniciador para originar los radicales libres (figura 24).
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Figura 24. Cuarta etapa: Polimerizacion.

La formacion del radical inicia la polimerizacion que conduce a la formacién
del polimero impreso conteniendo cavidades o “impresiones” que son
estéricamente y quimicamente complementarias a la plantila molecular y
tedricamente (si el sistema se disefio de manera apropiada) al analito(s) de
interés. La formacion de enlaces complementarios a las cavidades o sitios de
enlace, probablemente dependan factores tales como interacciones durante la
etapa de formacién del pre-complejo, algun rearreglo de monémeros alrededor de
la plantilla o complejos de la misma durante el proceso de polimerizacién y

particion influenciada por el disolvente o porc’)geno.44

A continuacién, para poder empacar el polimero como adsorbente en la
EFS, el polimero se tritura y se tamiza para obtener particulas de tamafio

adecuado, normalmente de tamafio de particula de 10-25 uym (figura 25).
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Figura 25. Etapa de trituracion y tamizado.

Antes de que se utilice el PMI en algun estudio de reenlazamiento, hay un
paso fundamental previo, extraccion de la plantilla molecular de la matriz
polimérica. Para ello, se han desarrollado un numero considerable de protocolos
de extraccion aplicables a diferentes procedimientos de impresion (figura 26).

Figura 26. Etapa de extraccion.
Finalmente, después del secado, el PMI esta listo para su uso!.

Normalmente, de forma simultanea a la sintesis de PMIs, se prepara un
blanco, es decir, el mismo procedimiento sin la plantilla molecular denominada
Polimero No Impreso (PNI). Esto permite evaluar la funcionalidad de los PMIs ya
que éste podra retener el analito, contrario a lo que haria el PNI. De esta manera
se puede comparar la estructura entre uno y otro y evaluar el efecto impreso del
PMls.
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La seleccion de la plantila y de los mondmeros son dos de las
caracteristicas mas criticas para el disefio de una buena estrategia de sintesis en
los procesos de la impresion molecular. Para aplicaciones analiticas existe una

regla fundamental a seguir llamada “regla de 6”.>* Esta regla consiste en:

Nunca utilizar el analito como plantilla a menos que no haya otra alternativa

2. Hacer cambios logicos respecto a qué regiones de un analito son
adecuadas para dirigir los mejores tipos de interacciones en un medio de
baja constante dieléctrica (disolvente organico) y entonces incorporar los
elementos en un analogo de la molécula del analito.

3. Seleccionar los monémeros que tengan mayor probabilidad de interaccionar
con el disolvente elegido (por ejemplo, acidos de Bronsted-Lowry o
bases/donadores de H o aceptores/grupos no polares, etc.) de tal forma
que se pueda incrementar la capacidad y homogeneidad en los sitios de
enlace.

4. Elegir plantillas y mondmeros que sean solubles en el medio en donde se
llevara a cabo el proceso de polimerizacion. Esto pareceria obvio pero en
ocasiones es preferible realizar pruebas de solubilidad.

5. Garantizar, como sea posible, que la mezcla plantilla-monémero
permanezca estable y no sufra reacciones secundarias bajo las condiciones
secundarias.

6. Considerar la naturaleza de la matriz de la cual el analito va a extraer para
seleccionar el mondmero adecuado como por ejemplo, vinilicos, acrilico,

metacrilico, acrilamida, etc.
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Un ejemplo de un disefo utilizado en la impresién molecular basado en
interacciones no covalentes se presenta en la figura 27. En este ejemplo, una
matriz molecularmente impresa con una plantilla de morfina se prepara usando
acido metacrilico como monomero funcional, capaz de generar enlaces no
covalentes con la plantilla molecular en solucién, previo a la polimerizacion. A
continuacion, se lleva a cabo la copolimerizacion de esos complejos en solucidon
con un agente reticulador, el dimetacrilato de etilenglicol, y después se remueve el
la plantilla molecular mediante una simple extraccion con algun disolvente,
obteniendo asi, los sitios de reconocimiento generalmente complementarios en
forma y funcionalidad a las especies impresas. La asociacion/disociacion de la
plantilla molecular puede ocurrir mediante un método de difusion dentro o fuera de
esos sitios.

o ¢
HG
OH OH Q\H\

* g Prearreglo )

Q
)—( N=CHy —_— ® ©
OH NH
Ho HO' \CH
Morfina M,:, HO ’

Acido metacrilico

J\r"vﬁoir J‘Falimerizacién
Q
EGDMA

Asociacion
..‘—'h.

Disociacion

Figura 27. Impresion no covalente de morfina.
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8.11. CARACTERIZACION DEL POLIMERO

Los polimeros macroscopicos reticulares son notoriamente dificiles de
caracterizar, en gran parte debido a su naturaleza insoluble y complicada en su
manejo. Los polimeros impresos no son la excepcion. Es posible cierto grado de
caracterizaciéon, sin embargo, uno puede distinguir entre tres niveles de
caracterizacion: (1) caracterizacion morfoldgica, (2) caracterizacién quimica, y (3)

caracterizacion del comportamiento en el reconocimiento molecular.

8.11.1. La Caracterizacion Morfolégica

Dependiendo del método de analisis, la informacion util se puede recopilar
de los volumenes de los poros especificos, tamafo de los poros, distribucion de
tamano de los poros y areas superficiales especificas de los materiales. Los

meétodos analiticos idoneos incluyen:

1. Los experimentos que incluyen disolventes.
Los macroporos poliméricos son permanentemente porosos aun en seco y
el disolvente se puede utilizar para penetrar la red del poro. Midiendo la
cantidad de disolvente utilizado por un polimero se puede realizar un
estimado del volumen especifico del poro (mL/g).

2. La Porosimetria de Adsorcién de Nitrégeno
Involucra cierta masa seca del polimero existente expuesto a un gas

(usualmente Nitrogeno) a una serie de presiones determinadas.
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Midiendo la cantidad de gas adsorbido en funcién de la presion, la
adsorcion isotérmica se puede construir siguiendo las aplicaciones teéricas
y modelos matematicos, la informacion del area superficial especifica
(m?/g), el volumen especifico del poro (mL/g), el promedio del didmetro del
poro, pudiendo asi, determinar la distribuciéon del tamafo del poro.
El método es particularmente util en el analisis detallado de la medicién de
tamanos de poro mediano y pequefo. La IUPAC define el concepto de poro
en términos de tamano: Macroporos, menos de 2 nm, mesoporos, entre 2 y
50 nm y macroporos, mayor de 50 nm.

La Porosimetria por Intrusiéon de Mercurio

Implica la presencia de mercurio generando presion en una cierta cantidad
de masa seca del polimero. La informacién que puede generarse de tales
experimentos es similar a la que se pueden obtener con experimentos
realizados por porosimetria de adsorcion con Nitrégeno, aunque este es
generalmente mas sensible en pruebas con poros muchos mas grandes
(macro).

La Cromatografia de Tamafio de Exclusion Inversa

La estructura de los poros de los polimeros se puede determinar en estado
hiamedo por este método. Esto es, quiza, significativo en los polimeros
impresos involucrados, porque encuentran aplicaciones que generalmente,
no encontraban en el estado humedo. De las aplicaciones de los modelos
matematicos idoneos, se puede obtener la informacién de la estructura del
poro del polimero de la fase estacionaria. En muchos casos esta técnica se
puede ver como una técnica complementaria de la porosimetria de
adsorcion con nitrégeno y la porosimetria de intrusién de mercurio, con la

ventaja de que puede realizarse en estado humedo.
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5. La Microscopia
Se puede utilizar en una gran variedad de rutas para determinar los
polimeros impresos en una gran variedad de escalas. Por ejemplo, la
microscopia de luz se puede utilizar para verificar la integridad de la
estructura en la emulsion del polimero mientras que la microscopia
electronica de barrido puede a menudo utilizarse para obtener imagenes de

los macroporos.
8.11.2. La Caracterizacion Quimica

Dada su naturaleza insoluble e intratable, los polimeros impresos,
generalmente no se pueden caracterizar por métodos que involucran una muestra
en solucidon como por ejemplo la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Los
métodos convenientes que se pueden utilizar en muestras en estado sodlido
incluyen:

1. Analisis Microelemental

2. Espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier

3. Resonancia Magnética Nuclear en estado sdlido.
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8.12. APLICACIONES

De todos aquellos procesos que hay en la naturaleza, las investigaciones
en el campo del reconocimiento molecular han surgido de manera importante,
encontrando en este rubro una gran aplicacién (figura 28) para matrices impresas
como:

e Separaciones y aislamiento
o Separaciones quirales de derivados de aminoacidos*>**°

o Separaciones selectivas sobre sustrato®’

e Analisis de inmunoensayo como imitadores de anticuerpos y receptores*®

0 Ensayos de enlazamiento a ligandos competitivos

o0 Aplicaciones de diagndstico
 Aplicaciones cataliticas actuando como enzimas*®

e Biosensores®

Ambiental 'Bioanalisis i

Analisis por EFS Proteémicos

Sensores
{)uumcos

Terapéutica
1. Purificacidn de

sangre
2. Monitoreo ’\ m
¥ a

Descubrimiento -
de Farmacos

Separaciones
Preparativas

[Imitmlores de ezimas|

Figura 28. Principales areas de aplicacion de los PMls.

60



La impresion molecular es una tecnologia genérica y puede tener varias
aplicaciones en diferentes areas como:

e Cromatografia

e Extraccion en Fase Sdlida (EFS)*’

e Membranas selectivas permeables

e Elaboracion de matrices de farmaco/fragancia

e Adsorbentes para aplicaciones clinicas y en el medio ambiente

e Sensores y multisensores para medio ambiente, diagndstico clinico y medio
ambiente extremo

e Remplazo de procesos quimicos, quimicos comunes, industriales o
diferentes para catalisis con PMIs.

El uso de drogas de abuso se ha incrementado dramaticamente en las
ultimas tres décadas. La técnica mas popular utilizada para la deteccion de drogas
de abuso son la extraccion liquido-liquido o la Extraccién en Fase Sdlida seguido
de una medicion por Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas. Aunque
ésta técnica ofrece la posibilidad de identificar varios compuestos de manera
simultanea, el problema se presenta en la técnica de deteccion de la
cromatografia de gases-masas, ya que el equipo resulta demasiado costoso.
Ademas, la etapa de derivatizacién se dificulta con algunos compuestos. Otros
métodos analiticos empleados son el inmunoensayo, cromatografia en capa fina,
espectroscopia de Raman, espectroscopia de fluorescencia y cromatografia
liquida acoplada a detectores electroquimicos.

A pesar de que se cuenta con una variedad de métodos analiticos para la
identificaciéon de drogas de abuso, aun se requiere del desarrollo de dispositivos
portatiles multisensoriales los cuales permiten un analisis rapido y efectivo de un
amplio rango de moléculas blanco. Entre los requerimientos para la deteccion de
drogas estan la simplicidad para la recoleccion de la muestra, la preparacién de la
muestra de manera rapida y facil, bajo costo y un incremento en la velocidad de la
prueba.
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Algunas de las investigaciones relevantes en el ambito forense han sido,
por ejemplo, el uso de la técnica de impresion molecular para la sintesis de PMIs
de benzodiacepinas para poder diferenciar enantiomeros de estos compuestos. El

trabajo reportado por Shea, K. y col.*?

, en el 2000 hace mencidn de la preparacion
y obtencion de los PMIs. Estos son lavados, extraidos con metanol, triturados y
tamizados para obtener un tamafo de particula que va de los 25-38 ym como se
muestra en la figura 29. Después, las particulas se empacan en una columna

cromatografica de acero de 10 cm X 0,46 cm para su posterior evaluacion.

Figura 29. PMIs de Benzodiacepinas.

En el analisis detallado de la CLAR para evaluar las propiedades de
enlazamiento de estos PMIs revela una dependencia significativa de la relacion
quiral con la forma de los sitios de enlace impreso. Estos resultados demuestran la
capacidad de los PMIs de diferenciar las moléculas enantioméricas, favoreciendo
la configuracion absoluta impresa.

Estos datos indican que los receptores sintéticos de benzodiacepinas
pueden ser viables como imitadores iniciales de un receptor natural. Al mismo
tiempo, los PMIs utilizados como receptores sintéticos de drogas de abuso pueden
no ser imitadores de proteinas naturales pero pueden ser utiles como referencia
entre una gran cantidad de compuestos con propiedades similares y afinidades

relacionadas. Ya que la estructura molecular es clave para la reactividad, es
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posible que los PMIs se puedan clasificar de acuerdo al tipo de farmacos a los
cuales estan dirigidos.*?

Los PMIs para penicilina V u oxacilina son otro ejemplo de aplicacién, que
si bien no es directamente en el area forense, es importante mencionarlo puesto
que son farmacos al igual que los compuestos involucrados en los examenes
toxicoldgicos. Skudar y col.>’, reportaron la preparacién de estos y sus
propiedades de reconocimiento tanto en fase organica como en soluciones
acuosas. Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de diferenciacion
entre las distintas penicilinas: penicilina V, penicilina G y oxacilina.

En este mismo rubro se han sintetizado PMIs para bloqueadores
B-bloqueadores tales como el (S)-timolol y (S)-propanolol, estimulantes
B-adrenérgicos como la efedrina y pseudoefedrina, los cuales poseen dos centros
estereogénicos, pudiendo reconocer selectivamente los correspondientes
diasteredbmeros, y muestran una selectividad moderada por la epinefrina y varios
bloqueadores B-adrenérgicos, los cuales son estructuralmente relacionados a los
estimulantes B-adrenérgicos.

En los ultimos afos, se han desarrollado receptores sintéticos de
estimulantes del sistema nervioso central como cocaina y deoxiefedrina y opioides
como morfina y metadona, dos de los grupos mas importantes de las drogas de
abuso. Se han tratado de obtener materiales estables y sensibles los cuales no
solamente puedan tener alta afinidad y especificidad sino también puedan ser
compatibles con disolventes organicos y estables a altas temperaturas para poder
utilizarse como sustitutos de elementos biolégicos de reconocimiento. Piletska y
col.*, disefiaron y sintetizaron en receptores sintéticos de cocaina comparandolos
con aquellos de origen natural. Se encontré6 que los PMIs sintetizados poseen
fuerte afinidad y especificidad por los sitios de enlace para cada molécula que fue
sintetizada. Los receptores sintetizados se evaluaron, encontrando una alta
selectividad y afinidad por sus correspondientes plantillas.

8.13. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS)
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La extraccion en fase solida (EFS) se esta convirtiendo en el sistema ideal
para la preparacion de muestras antes del analisis por CLAR, CG,
radioinmunoensayo (RIME), RMN, y otras técnicas instrumentales analiticas. Sus
principales objetivos son la limpieza de la muestra (“Clean-up”), la concentracién
del analito en ésta y la posibilidad de cambio de disolvente (por ejemplo, de
acuosos a organico).

Se basa en el mismo principio de retencién selectiva que la cromatografia
liquida, es decir, en la diferente afinidad que presenta el analito (o la matriz) por
una fase sélida o por la propia muestra liquida(o el extracto obtenido). De esta
manera, al hacer pasar una muestra por una fase sélida (polar, apolar, intercambio
iénico, etc.), algunos compuestos quedan retenidos en ella mientras que otros
pasan inalterados. Posteriormente, si los analitos de interés quedan retenidos,
estos se eluyen con un pequefio volumen de disolvente. La forma habitual de
trabajo es la extraccién, donde la fase soélida (adsorbente) esta colocada en un
cartucho de vidrio o de polietileno (similar al cuerpo de una jeringa). Hay una gran
variedad de cartuchos que se diferencian en el tipo de fase, la capacidad y la
cantidad que contienen, que deben seleccionarse en funcién del tipo de analito, de
su concentracién y del disolvente en que se encuentre

La EFS ofrece muchos beneficios y ventajas sobre las técnicas
tradicionales de preparacién de muestras, entre ellos:

e Altas recuperaciones de los analitos

e Posibilidad de eliminacion de interferencias

e Posibilidad de concentracion de los analitos

e Capacidad de extraer analitos de amplio rango de polaridad
simultaneamente

e Facil automatizacion

e Compatibilidad con instrumentos de analisis

¢ Reduccion del consumo de disolventes organicos

Los pasos de la EFS son en cuatro etapas (figura 30):
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1. Acondicionamiento.
Debe prepararse la fase antes de aplicar la muestra para obtener una
interaccion reproducible. Esto se consigue solvatando la fase. Se pasa
un volumen de disolvente adecuado a través de la fase, seguido de un
volumen de liquido similar a la matriz de la muestra.

2/3.Aplicacion y Retencién
Una vez aplicada la muestra, el analito y otros componentes de la matriz
quedan retenidos en la fase debido a una o varias interacciones
quimicas. Otros componentes de la matriz pueden pasar a través de la
fase sin ser retenidos.

4. Lavado
Esta fase debe conseguir que se eluyan los componentes de la matriz
no deseados que hayan quedado retenidos en la fase durante la etapa
de retencion.

5. Elucion
Debe elegirse un disolvente de elucién capaz de romper solamente la

interaccion entre el analito y la fase, obteniendo asi una elucion

selectiva.
1 213 4 5
# ANALITO
® ADICION DE LA MUESTRA
& MPUREZAS ELUEION
DEL
MUESTRA  ACONDICIONAMIENTO LAVADO  ANALITO

Figura 30. Procedimiento de la Extraccién en Fase Sdlida.
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8.14. EXTRACCION EN FASE SOLIDA CON POLIMEROS
MOLECULARMENTE IMPRESOS (PMIEFS)

La extraccion en fase sdlida (EFS) ha aparecido como una alternativa a la
extraccion liquido-liquido debido a la simplicidad de la técnica, bajo costo y facil
automatizacién acoplandose a cromatografia de gases o liquidos.

De forma general, el procedimiento de EFS se suele llevar a cabo en el
modo fuera de linea, aunque se han descrito diversos acoplamientos con técnicas
cromatograficas y no cromatograficas. La idea de acoplar este sistema de
extraccion en linea con otra técnica de separacion/determinacion da lugar a una
buena herramienta en la automatizacién del proceso analitico.

El acoplamiento EFS-CLAR se lleva a cabo a través de una pre-columna
rellena con el adsorbente adecuado, insertada en el bucle de una valvula de
inyeccion de seis vias, de forma que las etapas de activacion, paso de la muestra
y lavado pueden hacerse de forma automatizada y, a la vez, independiente del
sistema cromatografico. Cuando se eluyen los analitos, el inyector se coloca en
una posicién que permite la introduccién de los analitos con bajas pérdidas asi
como con una baja contaminacién de la muestra.

A la fecha, varios adsorbentes con diferentes propiedades estan disponibles
comercialmente, sin embargo, estos no son lo suficientemente selectivos y por lo
tanto, el analito es retenido junto con otros compuestos de la matriz lo cual impide
la determinacion final del mismo por técnicas cromatograficas. Por lo tanto, el uso
de PMis en esta area ha adquirido una importancia relevante. Como en otros
procedimientos de EFS, una pequena cantidad de PMlIs, generalmente de
50-200 mg es empacada en un pequeino cartucho. Después, los pasos comunes
de acondicionamiento, retencidn de la muestra, lavado y elucién se llevan acabo
(figura 31).
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Sin embargo, en la Extraccion en Fase sodlida con Polimeros
Molecularmente Impresos (EFSPMI), la seleccion de los disolventes depende de
las pequefias interacciones mondmero-plantilla que toman lugar durante la
polimerizacion y sobre el porégeno utilizado. Ya que las interacciones plantilla-
monomero son de tipo puente de hidrogeno, se cambia el disolvente utilizado para
estabilizar estas interacciones permitiendo el reenlazamiento del analito a los sitios
especificos de enlace, mientras que el disolvente de elucidon puede optimizarse
considerando su capacidad de perturbacién de los enlaces formados.

]
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Acondicionamiento Elucidn y retencion de
de la columna Y - o
compuestos Elucién: Limpiezay
Aplicacién de la columna concentracion del analito

Figura 31. Procedimiento de Extraccion en Fase Sdélida con PMls.

8.14.1. Aplicacion y Retencion de la Muestra

El reenlazamiento de plantilla con los polimeros impresos, mediante
puentes de hidrégeno, se lleva acabo empleando el mismo disolvente durante la
polimerizacion y por consecuencia, la posterior retencion del analito disminuye
cuando se incrementa la polaridad del disolvente. Por ejemplo, se ha reportado
que los polimeros preparados en tolueno como disolvente, muestran mejor
reconocimiento cuando la aplicacion de la muestra se lleva acabo con este que
cuando se emplea acetonitrilo (un disolvente mas polar). Sin embargo, también se
ha reportado que, si el polimero se ha preparado en acetonitrilo, la recuperacion
del polimero disminuye cuando se utiliza cloroformo (un disolvente menos polar)
que cuando se utiliza acetonitrilo como disolvente de aplicacion.
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Aunque estos consejos se pueden considerar como regla general, el
disolvente apropiado para la aplicacion de la muestra dependera de las
propiedades de ésta de tal manera que se eviten las interacciones no especificas.
Por ejemplo, la retencién del clenbuterol en un polimero blanco (preparado sin una
plantilla) y en un polimero impreso, ambos preparados en acetonitrilo, fue
completa cuando se empleo acetonitrilo para aplicar la muestra debido a
interacciones no especificas entre el clenbuterol y la matriz polimérica. Sin
embargo, adicionando 1% de acido acético al acetonitrilo (mezcla capaz de
perturbar los enlaces de hidrogeno) el enlace disminuye a un 33% en el polimero
blanco, mientras que esta permanece por completo en el polimero impreso.>®

Como se ha mencionado, los polimeros se preparan en disolventes
aproticos y estos no permiten la aplicacion directa de las muestras de medios
acuosos y asi evitar la EFSPMI de analitos de medios acuosos y fluidos
bioldgicos; sin embargo, en muchos casos esto si es posible si los polimeros
interactuan con los analitos mediante fuerzas hidrofébicas. Matsui y col., en 1997,
aplicaron 500 mL de muestra acuosas con varios herbicidas (Simazina, Asulam,
Tiram, Iprodina y Propizamida) sobre un polimero impreso de triazina. Todos los
herbicidas evaluados se retienen cuantitativamente en la matriz polimérica
mediante interacciones hidrofébicas. Después, el polimero se lavd con
diclorometano (DCM) logrando el enlazamiento selectivo de la simazina al

adsorbente, mientras que los herbicidas se eluyen del cartucho.
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8.14.2. Lavado

Este paso se realiza para maximizar las interacciones especificas entre los
analitos y los PMIs con la elucion simultanea del resto de los compuestos
retenidos en la matriz polimérica. Normalmente, el disolvente empleado en esta
etapa es el mismo que el utilizado en la aplicacion de la muestra; sin embargo,
cuando las interacciones no especificas son importantes, es necesario aumentar
la polaridad del disolvente para hacer una distincion clara entre los enlaces
especificos del analito en la cavidad preformada y las interacciones no especificas

con la matriz polimérica.”®®’

8.14.3. Elucion

Los analitos, generalmente, son eluidos con disolventes polares (MeCN) y
préticos (MeOH) y mezclas de ambos, incluyendo en muchos casos de trazas de
acidos débiles (acido acético) y bases (trietilamina). En esta ruta, las interacciones
monomero-plantilla basadas en puentes de hidrogeno son perturbadas y los
analitos son liberados del polimero. Se ha reportado que los PMIs pueden sufrir
grandes cambios en el volumen debido al cambio del disolvente durante la prueba.
Esto puede causar aumento o disminucién de los polimeros, conduciendo a
cambios en el sitio de reconocimiento. *®

Al respecto, Zander y col.*®

, en 1998, reportaron una disminucion en la
recuperacion del 100% a menos del 50% en una EFSPMI de nicotina de un
polimero impreso con el mismo compuesto cuando la cantidad de agua presente
en el disolvente de elucion se incremento de un 2.5 a un 30%. Esto puede indicar,
de acuerdo a esos autores, que el analito es atrapado en los pequefios poros del
polimero. Asi, como regla general, los recobros cuantitativos se pueden obtener
usando un disolvente de elucion basado en acetonitrilo o metanol con pequenas
cantidades (de 1-10%) de &cido acético, acido trifluoroacético, trietilamina o
compuestos similares, permitiendo la perturbacidén de puentes de hidrogeno sin un

impacto mayor en la morfologia del polimero.

69



Otro problema asociado con el paso de elucidén esta relacionado con los
restos de plantilla no removidos de la matriz polimérica. Hasta ahora, ha sido dificil
de remover toda la plantilla y cierta cantidad que se pierde, se detecta durante el
paso de elucién, lo cual es claramente una fuente de error en el analisis de trazas.

1.5 en 1997, si en un analisis se

Como se ha explicado claramente por Rashid y co
puede detectar la molécula de una plantilla hasta por debajo de 50 ng/mL,
entonces hasta un 0.00001% de la plantilla molecular puede producir interferencia
significativa, lo cual es una aproximaciéon muy real, tomando en cuenta la alta
cantidad de plantilla utilizada durante la polimerizacién. Varias propuestas se han
realizado para contrarrestar este inconveniente, incluyendo lavados exhaustivos
previos a su uso, lo cual puede afectar la morfologia del polimero, calentando el
polimero, extraccion paralela de soluciones blanco, asumiendo fuga reproducible
entre cartuchos, y usando una estructura analoga para el analito como una

1.°, en el 2000, prepararon el polimero

plantilla molecular. Al respecto, Matsui y co
impreso de una dibutilamina como un adsorbente selectivo del herbicida triazina.
Puesto que la dibutilamina no se emplea en la agricultura, aun si hay remanentes

en el polimero no posibilitan interrupcidn en el analisis de triazina.

8.14.4. Formas de Aplicacién

En los ultimos 5 afos se incrementado el numero de publicaciones respecto
a la optimizacién de la preparacion de polimeros y procedimientos de EFS.
Aunque pocos de los procedimientos desarrollados han sido aplicados en la
extraccidon de analitos de reconocimiento de muestras reales, es posible

diferenciar tres tipos de procedimientos basicos:

1. Protocolos Fuera de linea
2. EFSPMI con Elucién Pulsada

3. EFSPMI en linea acoplado a cromatografia de liquidos.
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1. Protocolos Fuera de Linea

Puesto que el método fuera de linea no difiere de un procedimiento tipico
de EFS, esto involucra la aplicacion de la muestra sobre el adsorbente,
usualmente colocado en un cartucho lavado para descartar algun otro tipo de
compuestos, elucion de los analitos y la determinacion final mediante técnicas

cromatograficas.

2. EFSPMI con Elucién Pulsada
Este método fue introducido por Mullet y Lai®® en 1998 y, aunque se
puede considerar como un protocolo en linea, las caracteristicas
particulares ameritan un apartado independiente. La EFSPMI con elucion
pulsada esta basada en el uso de una pequefa cantidad de volumen de
disolvente (20uL) para eluir el analito (elucidn pulsada) retenido en el
polimero impreso empacado dentro de la columna directamente conectado

al sistema de deteccion.

3. EFSPMI en linea acoplado a cromatografia de liquidos.

En este formato, una pequefia pre-columna (tipicamente 1cm x 4.6
mm de diametro interno) empacada con el polimero impreso es colocada en
la valvula inyeccion. Después de la pre-concentracion de la muestra y el
lavado para descartar contaminantes, los analitos se eluyen con la fase
movil y separados en la columna analitica. Esta propuesta es
especialmente apropiada para determinar multianalitos usando polimeros
impresos capaces de reconocer varios compuestos estructuralmente

relacionados.
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9. DISCUSION

A pesar de que los PMIs poseen ya una gama de aplicaciones, la
extraccion en fase soélida, para la cual son comercializados, se requieren mas
trabajos para hacer de ellos una alternativa real o complemento de moléculas del
ambito forense, entre otras. En particular, podria esperarse alcanzar un desarrollo
de PMIs que abarquen una mayor cantidad de moléculas blanco y que se puedan
preparar de forma rutinaria en disolventes organicos y acuosos. Las propiedades
que presentan los PMIs tales como estabilidad, bajo costo y facil integracién en
los procesos de produccion industrial pueden hacer de ellos una alternativa
atractiva para que se puedan sintetizar una amplia gama de moléculas
relacionadas con las drogas de abuso. En consecuencia, los métodos
combinatorios 0 computacionales pueden ser una opcion en el disefio para la
sintesis de plantillas de las distintas Drogas de Abuso y asi obtener polimeros

Optimos para el andlisis de las mismas.

El desarrollo de nuevos materiales sintéticos robustos para drogas
controladas reportadas en esta revision pueden beneficiar a las areas analitica,

de salud y por supuesto a la que no interesa como lo es la forense.

Asi, se ha descrito toda una monografia relacionada a los PMIs con la Unica
finalidad de dar a conocer su aplicacion en diferentes campos y ofrecer una opcion
para el ambito forense que si bien aun no se aplica de manera real, existe un alto

grado de posibilidades para ello.
En México se realiza investigacion sobre este tipo de compuestos; Sin

embargo no hay algo claro referente a compuestos relacionados directamente a

las drogas de abuso lo cual lo hace aun mas interesante por explorar.
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10. CONCLUSIONES

1. Se propone el uso de los PMIs como un material ideal para la preparacion
de muestras para que se excluya el paso de preparacion de muestras

completamente y asi Unicamente “diluir y aplicar”.

2. La tecnologia de la impresibn molecular brinda una opcion en el
tratamiento de muestras bioldgicas y/o matrices complejas que contienen
drogas de abuso como cocaina, morfina, metanfetaminas, etc. mediante el
empleo de los PMiIs con la finalidad reducir el tiempo, costo del andlisis
cualitativo y cuantitativo de tales drogas, ya que permitiria su extraccion y

purificacion mucho mas rapido.

3. La técnica de extraccién en fase solida con polimeros molecularmente
impresos (PMIEFS) puede acoplarse a un sistema de cromatografia de alta
resolucion (CLAR) empleando los PMIs en cartuchos pequefios que

funcionarian como una pre-columna.

4. La Tecnologia de Impresion Molecular ofrece un amplio campo de
investigacion para poder llegar a obtener materiales sintéticos de las
principales Drogas de Abuso y con ello reducir tiempo y costos de
examenes toxicoldgicos pero sobre todo permitir una mayor confiabilidad en

el andlisis.
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11. ABREVIATURAS

PMis: Polimeros Molecularmente Impresos.

MIPs: Molecular Imprinted Polymers.

CLAR: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

UV: Ultravioleta.

EQ: Electroquimico.

FL: Fluorescencia.

EM: Espectrometria de Masas.

CG: Cromatografia de gases.

CL-EM: Cromatografia de Liquidos acoplado a Espectrometria de Masas.
CG-EM: Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas.
EFS: Extraccion en Fase Solida.

MDA Metilendioxiamfetamina.

MDMA: Metilendioximetilamfetamina.

MDEA: Metilendioxietilamfetamina.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

CCF: Cromatografia en Capa Fina.

AIBN: Azobisisobutironitrilo.

EGDMA: Dimetilacrilato de Etilenglicol.

PNI: Polimero No Impreso.

IUPAC: Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada.

EFS-CLAR: Extraccién en Fase Sdélida acoplado a Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion.

EFSPMI: Extraccion en Fase Solida con Polimeros Molecularmente Impresos.
MeOH: Metanol.

DCM: Diclorometano.

MeCN: Acetonitrilo.
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12. GLOSARIO
Impresiéon Molecular
Técnica utilizada para la sintesis de polimeros organicos o inorganicos capaces de
reconocer moléculas utilizadas durante su sintesis denominadas plantillas
moleculares.
Polimeros Molecularmente Impresos
Polimeros sintéticos con determinada selectividad predeterminada para una
molécula en particular o un grupo estructuralmente relacionado de moléculas.
Reticulador o Cruzador
Unidad con dos 0 mas sitios de union para los monémeros funcionales.
Mondmero Funcional
Entidad polimerizable la cual interactta con la plantilla 0 molécula impresa.
Plantilla Molecular o Molécula Impresa
Molécula molde seleccionada para el procedimiento de impresién molecular.
Iniciador
Sustancia que inicia el proceso de polimerizacion.
Porégeno
Disolvente encargado de inducir la porosidad en los Polimeros Molecularmente
Impresos.
Farmaco
Sustancia natural o sintética que tenga alguna actividad farmacolégica y que se
identifique por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones bioldgicas, que no se
presente en forma farmaceéutica y que reuna condiciones para ser empleada como

medicamento o ingrediente de un medicamento.
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Droga

Agente o sustancia quimica empleada en el tratamiento, curacion, profilaxis o
diagnéstico de las enfermedades, incluyendo las drogas de abuso que, aunque
algunas tienen propiedades terapéuticas, por la dependencia que generan no son
viables para su uso terapéutico.

Droga de Abuso

Toda sustancia que produce dependencia y que se emplea voluntariamente para
provocarse determinadas sensaciones 0 estados siquicos no justificados
terapéuticamente.

Droga de Disefio

Psicofarmaco sintético producido de forma clandestina, que semeja algunas
drogas legales o licitas de amplio consumo, y que puede generar amplia
demanda. Derivado de la amfetamina.

Prueba Presuntiva

Prueba preliminar para la identificacion de drogas de abuso que sirve de base
para elegir la prueba confirmatoria a utilizar.

Psicotropico

Del griego psyche, "mente" y tropein, "tornar". Es un agente quimico que actua
sobre el sistema nervioso central, lo cual trae como consecuencia cambios
temporales en la percepcién, &nimo, estado de conciencia y comportamiento.

Sustancia que genera una serie de alteraciones sobre el Sistema Nervio Central.
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