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PREPARACION Y EVALUACION DE UN POLIMERO IMPRESO MOLECULARMENTE
COMO ADSORBENTE SELECTIVO PARA EXTRACCION EN FASE SOLIDA DE
FLURBIPROFENO.

i Introduccion

El interés de separar y cuantificar analitos presentes en mezclas complejas, ha conducido
al desarrollo de fases estacionarias cada vez mas selectivas, en cromatografia liquida. El
uso de anticuerpos inmovilizados en una fase solida ha sido exitoso, con ello se logra la
concentraciéon de las muestras y Ia liberacién del analito de interés de toda o casi toda la
matriz, debido a la alta afinidad que existe entre el anticuerpo y la molécula para la cual
fue sintetizado. Los polimeros impresos molecularmente (PIM) son materiales capaces de
unir a moléculas determinadas con una afinidad y especificidad semejante a Ila de los
anticuerpos. En la sintesis del polimero, los mondémeros funcionales y el entrecruzador se
polimerizan en presencia de un analito blanco, llamada molécula de impresién o plantilla;
al polimerizarse, los grupos funcionales de la molécula quedan inmovilizados
espacialmente en la estructura polimérica altamente entrecruzada. Cuando se remueve la
plantilla, ésta deja sitios de unién complementarios en forma y tamario a ella. De esta
manera se introduce una memoria molecular en el polimero y éste es capaz de unir
selectivamente al analito blanco o a sustancias altamente relacionadas. Estos materiales
han resultado ser Utiles en separaciones de afinidad, catalisis y biosensores, lo que
aunado a su estabilidad y bajo costo los hacen particularmente atractivos para
aplicaciones industriales.

Mecanismo de impresion.

El proceso de la impresidn molecular estd compuesto de los siguientes pasos (Figura 1):

1. Formacion de un complejo plantilla-monoémero funcional mediante enlaces covalentes
0 no-covalentes.

2. Polimerizacién de este complejo en presencia de un entrecruzador, la estructura del
complejo se congela en una red polimérica tridimensional.

3. Remocion de la plantilla del polimero para liberar las cavidades sintetizadas. Bajo
condiciones adecuadas, las cavidades liberadas por la plantilla, unen a la molécula o
analogo de manera eficiente y selectiva.

Impresion covalente.

Antes de la polimerizaciéon el mondmero funcional y la plantilla se unen covalentemente,
durante la polimerizacién la unién no se altera y en la remocion de la plantilla la unién se
rompe. En el reconocimiento posterior de la cavidad por la molécula de impresion, la
unidén covalente se vuelve a generar.

Impresién no-covalente.

El mondémero funcional y la plantilla interaccionan no-covalentemente (puentes de
hidrégeno, interacciones electrostaticas, enlaces de coordinacion, etc.), estos complejos,
también llamados de prepolimerizacién, se obtienen por la simple adicion de los
compuestos a la mezcla de reaccion. Después de la polimerizacion, la plantilla se
remueve del polimero por medio de una extracciéon con solventes. En el reconocimiento
posterior de la cavidad por la molécula de impresion tienen lugar las interacciones no-
covalentes que la formaron.



impresidn covalente

Ventajas

Desventajas

El complejo de prepolimerizacién es
estable y esta bien caracterizado.

Se  utilizan una gran variedad de
condiciones de polimerizacion: altas
temperaturas, pH altos o bajos, uso de
solventes polares, etc.

La sintesis del complejo  de
prepolimerizacion es dificil y poco
econdmica.

El numero de wuniones covalentes
reversibles disponibles es limitado.

El efecto de impresion disminuye en el
paso de extraccion de la plantilla, ya que
ésta requiere condiciones extremas.

La unién y liberacion de la plantilla es
lenta, ya que involucra la formacion vy
ruptura de un enlace covalente.

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de la impresién covalente.
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Figura 1. Representacion del principio de impresién molecular. A. Via interacciones no-

covalentes. B. Via enlaces covalentes.



Impresion no-covalente

Ventajas

Desventajas

No es necesario sintetizar un complejo de
prepolimerizacién.

La remocion de la plantilla se facilita con el
uso de condiciones suaves de extraccion,
ya que se encuentran unidos mediante
interacciones no-covalentes débiles.

La union y liberacion de la plantilla es
rapida.

El proceso de impresion es menos
exacto, ya que el complejo de
prepolimerizacion es labit y no es
estequiométrico.

Las condiciones de polimerizacion deben
ser elegidas cuidadosamente, para
maximizar la formacién del complejo de
prepolimerizacion.

El mondmero funcional se coloca en
exceso para garantizar la formacién del

complejo de prepolimerizaciébn, como
resuitado se producen sitios de unién no
especificos, disminuyendo la selectividad
de la union.

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas de la impresién no-covalente.

Materiales de polimerizacién.
Para llevar a cabo la impresion molecular es necesaria la presencia de un analito blanco,
monémeros funcionales (impresion covalente y no-covalente), agentes entrecruzadores,
solventes para la polimerizacion, solventes para extraer la plantila o agentes que
promuevan la ruptura de la plantilla con la cavidad, asi como iniciadores de la
polimerizacion.

Monémeros funcionales.

Un requisito de la polimerizacién, es que ésta se lleve a cabo de tal manera que el
conjugado plantilla-mondémero funcional y entrecruzador permanezcan intactos. Hasta el
momento, la mayoria de los polimeros impresos reportados se han sintetizado via
polimerizacion radical de monémeros funcionales y entrecruzadores que poseen grupos
vinilicos o acrilicos. Esto se atribuye a Ia sintesis directa de este tipo de monémeros y a la
basta opcién de mondémeros disponibles. Estos pueden ser basicos (vinilpiridina) o acidos
(acido metacrilico), permanentemente cargados (N,N,N-trimetitaminoetiimetacrilato), con
capacidad para formar puentes de hidrégeno (acrilamida), hidrofébicos (estireno), entre
otros. Estos mondmeros generalmente tienen constantes de asociacidén con la plantilla
demasiado bajas como para formar complejos estables. De manera que hay que usarlos
en exceso para desplazar el equilibrio hacia la formacion del complejo.

Agentes entrecruzadores.

El papel fundamental de estos reactivos es fijar la cavidad formada dentro de la estructura
polimérica, ademas de hacer insolubles a los polimeros frente a una gran variedad de
solventes, facilitando su aplicacién practica. En este caso, se usan frecuentemente el
dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) y el divinilbeceno.

La relacién molar del agente entrecruzador y el monémero funcional es importante, ya que
si la relaciébn molar es pequefia, las cavidades se encuentran cerca una de otra y no
pueden trabajar de manera independiente. Con relaciones molares altas, generalmente se
dafia la impresion molecular, especialmente cuando el entrecruzador presenta
interacciones con la plantilla y el mondémero funcional. Las relaciones tipicas
plantillazmondmero funcional:entrecruzador en la impresion no covalente son 1:6:30 y
1:8:40.



Solventes.

El papel del solvente es producir una estructura porosa en el polimero impreso, de tal
manera que la molécula de impresién pueda entrar y salir de la cavidad con facilidad.
Durante la polimerizacion se incorporan moléculas de solvente dentro de la red
polimérica, mediante un tratamiento posterior del polimero se remueven las moléculas de
solvente y éste deja poros. Otro papel del solventes es dispersar el calor de la reaccion,
ya que pueden ocurrir reacciones secundarias indeseables, como la supresion del
complejo mondmero funcional-plantilla necesario en la impresion no covalente.

En la impresién covalente es posible emplear una gran gama de solventes, con la
condicion que disuelvan la mezcla de reaccion, en cambio, en la impresién no covalente la
eleccion del solvente es critica, ya que se debe promover la formacion del complejo de
prepolimerizacion en orden de incrementar la eficiencia de la impresién. El cloroformo es
uno de los solventes preferidos, éste disuelve a un gran nimero de plantillas y
mondmeros funcionales y dificiimente suprime las interacciones por puentes de
hidrégeno.

Procedimientos de polimerizacion.

La polimerizacion se puede iniciar por la descomposicion térmica de iniciadores radicales.
Tipicamente se usan el 2,2'-azobis(isobutironitriio) (AIBN) y el 2,2-azobis(2,4-
dimetilvaleronitrilo) (ADVN). Los radicales formados por la descomposicién atacan al
monémero, produciendo la propagacion de los radicales. La reacciéon es muy sencilla y
econdmica. Es necesario remover el O, de la mezcla de reaccién, ya que éste puede
retardar o parar la reaccion.

En el caso de las impresiones no covalentes, los complejos de prepolimerizacion son
inestables a altas temperaturas, y la polimerizacion debe ser llevada a cabo a bajas
temperaturas. La descomposicién del iniciador no puede llevarse a cabo con un
incremento de la temperatura, sino via radiacién UV. El AIBN se descompone a una
longitud de onda de 365 nm y a 60 °C.

Impresién covalente.

Una de las claves para el éxito de la impresidén covalente es la eleccién del enlace
covalente entre el monémero funcional y la plantilla. La unién debe ser lo suficientemente
estable para mantenerse durante la polimerizacién y lo suficientemente labil como para
permitir ia disociacion del complejo bajo condiciones de extraccion suaves, de tal manera
que no se darie el efecto de impresién. El numero de enlaces covalentes que cumplen con
este requisito es bajo, entre ellos se encueniran los ésteres del acido fenilbordnico,
acetales, cetales, bases de Schiff, enlaces disulfuro y enlaces de coordinacién.

Este sistema fue desarrollado por Wulff y colaboradores. La impresion del monémero 1a
es un ejemplo de impresion covalente. La plantilla es el fenil-a-D-manopiranésido (1b) al
cual se unen por esterificacion dos moléculas de acido 4-vinilfenilborénico. El acido
borénico sufre una reaccion rapida y reversible con los dioles. El monémero 1a es sujeto a
copolimerizacién via radical en presencia de grandes cantidades de entrecruzador y de un
solvente inerte. Esto produce un polimero con una alta superficie interna y una estructura
porosa permanente. Cerca del 95% de la plantilla se extrae del polimero con agua o
metanol (Figura 2).
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Figura 2. Representacién de la cavidad a) obtenida de la polimerizacién de 1a. La plantilla
1b se remueve con agua o metanol para dar b). La adicién de 1b provoca la ocupacion de
la cavidad a). En este caso la unién de la plantilla tiene lugar por un enlace covalente.

Impresién no covalente.
El complejo entre el mondémero funcional y la plantilla se forma via enlaces no covalentes,
mediante interacciones de puentes de hidrogeno, enlaces ibnicos, interacciones
hidrofébicas, fuerzas de Van der Waals, etc. La impresiéon no-covalente de la cual es
pionero Mosbach y colaboradores, es mas flexible en cuanto a la eleccion de monémeros
funcionales, moléculas blanco y en general a los materiales de impresiéon. Después de la
polimerizacion la molécula de impresién se remueve por una simple extraccion con
solventes. Sin embargo, el complejo de prepolimerizacion es un sistema en equilibrio y su
estabilidad depende de la constante de afinidad entre la molécula de impresion y del
monémero funcional. Figura 3.
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Figura 3. Impresion molecular usando acido metacrilico como mondémero funcional y
nicotina como plantilla.



. Objetivo

Establecer la metodologia para sintetizar un PIM contra flurbiprofeno.

¢ Realizar el estudio del comportamiento de este material en sistemas de EFS y
establecer las condiciones apropiadas para diferenciar el polimero blanco del
impreso.

il.1  Desarrollo Experimental

Materiales y equipo.
Flurbiprofeno (99.9% de pureza)
4-Vinilpiridina (4-VP) de Sigma
Dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) de Aldrich
Azo-bis-isobutironitrilo (AIBN) de Dupont
Acetonitrilo (ACN) de J.T. Baker, grado HPLC
1,2-Dicloroetano de Burdick and Jackson, grado HPLC
Diclorometano (DCM) de Burdick and Jackson, grado HPLC
Metanol (MeOH) de Omnisolv, grado HPLC
Tetrahidrofurano (THF) de Fisher Scientific, grado HPLC
Acido acético (AcOH, 99.7%) de J.T. Baker
Acido perclérico (HCIO,, 69-72%) de J.T. Baker
Nitrégeno comprimido Praxair, grado 4.8
Purificador y desionizador de agua NANO pure (Barnstead Thermolyne modelo 04747).
Bafio de ultrasonido para desgasificar soluciones (Sonicor modelo SC-100). Plancha de
calentamiento Thermolyne, modelo Cimarec 2. Termémetro de —10 a 400°C.
Cromatografo de liquidos Gilson con dos bombas (Modelos 305 y 306), mezclador
(Modelo 811 B) y médulo manométrico (Modelo 805). Inyector Rheodyne 7125 con loop
de 20 pL. Detector espectrofotométrico UV-Vis Shimadzu SPD-10 AVVP. Integrador
Hewlett Packard (HP3396A). Columna (150 x 4.6 mm) empacada con fase reversa
Hypersil ODS de 5 um; fase mévil: ACN-HCIO, 0.01M 44:56 (v/v); flujo: 1 mL/min; A de
deteccion: 254 nm, sensibilidad 0.002 AUFS.
Las cuantificaciones se realizaron contra un estandar de 0.2 ppm de flurbiprofeno disuelto
en fase de elucién.

lil.2 Preparacion del polimero.

61 mg (0.25 mmol) de flurbiprofeno y 210 mg (2 mmol) de 4-VP se colocaron dentro de un
tubo Pyrex con tapa rosca, se agregaron 1.98 g (10 mmol) de EDMA y se solubilizaron en
2.8 mL de cloroformo con ayuda de un sonicador y manteniéndolas en bafio de hielo. Se
adicionaron 18 mg (0.11 mmol) de AIBN. La mezcla final se mantuvo en hielo y se purgd
con una corriente suave de nitrégeno durante 10 minutos. Un polimero blanco se prepar6
de la misma manera, pero la polimerizacién se llevé a cabo en ausencia de plantilla. Los
tubos se colocaron en bafio maria a 50°C durante 24 horas. Los polimeros se molieron en
un mortero y se realizé la extraccion de la plantilla mediante lavados sucesivos del
polimero con: CH,Cl, (20 mL), ACN (20 mL), MeOH-AcOH 80:20 (4 x 20 mL) y MeOH (8 x
20 mL). El polimero se secd a 50°C y se empacaron 300 mg del polimero blanco y del
impreso en jeringas de polipropileno, utilizando filtros de acero inoxidable para asegurar el
empaque.



El procedimiento de sintesis de los polimeros se ilustra en la figura 4.

> CH3
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Figura 4. Impresion molecular no covalente. En ésta ocurren interacciones entre la
plantilla y la 4-vinilpiridina via puentes de hidrogeno. Después de la polimerizacién, en
presencia del entrecruzador (EDMA), se obtienen sitios de unidon complementarios en
forma, tamafio y funcionalidad a la plantilia.

1.3 Procedimiento de extraccién en fase solida.

El procedimiento, esquematizado en la figura 5, consta de 4 pasos:

1) Acondicionamiento del adsorbente con 15 mL de 1,2-Dicloroetano.

2) Aplicacién de la muestra disuelta en 1,2-Dicloroetano

3) Lavado del adsorbente con 1 mL de Diclorometano.

4) Elucion del analito con 2 mL de MeOH-NH,OH 0.01M (9:1) a un flujo de 1 mL/min.



k‘}'t “
@ ®
@ @
3 4
Blanco : :
.Analito

@B Componentes de la matriz
I Particulas del PIM o blanco

Figura 5. 1) Cuando el adsorbente se acondiciona estéa listo para la carga del analito. 2)
Adsorcidn selectiva del analito por el polimero impreso y adsorciéon no selectiva del analito
y los componentes de la matriz en el blanco. 3) Lavado selectivo que permite eluir los
componentes de la matriz en el caso del PIM y en el blanco se eluyen tanto la matriz
como el analito de interés. 4) Elucién del analito con un solvente fuerte en el PIM y
elucion, en su caso, de compuestos residuales en el blanco (tanto analito como matriz).

V. Resultados.

IV.1 Preparacion de los polimeros.

Se prepararon diferentes polimeros variando el solvente porogénico. Los solventes
ensayados fueron: hexano, 1,2-dicloroetano, diclorometano cloroformo, y tetrahidrofurano.
En la tabla 3 se resumen las condiciones utilizadas en la preparacién de estos materiales.
Para cada PIM sintetizado se prepardé paralelamente un blanco bajo las mismas
condiciones, pero sin adicion de la plantilla.

Tabla 3. Condiciones para la preparacion de los PIM.

Relacion| Plantilla |Mondémero| Entrecruzador Disolvente AIBN
Funcional

1.8:40 61 mg 210.0 mg 19849 2.8 mL de Hexano 18 mg
(0.25 mmol) | (2 mmol) (10 mmol) (0.11 mmol)

1:8:40 61 mg 210.0 mg 1.98¢g 2.8 mL de CICH,- 18 mg
(0.25 mmol) | (2 mmol) (10 mmol) CH,CI (0.11 mmol)

1:8:40 61 mg 210.0 mg 1.98 g 2.8 mL de CH.Cl, 18 mg
(0.25 mmol) | (2 mmol) (10 mmol) (0.11 mmol)




Relacion| Plantilla |Mondmero| Entrecruzador Disolvente AIBN
Funcional

1:8:40 61 mg 210.0 mg 1.98 ¢ 2.8 mL de CHCl, 18 mg
(0.25 mmol) | (2 mmol) (10 mmol) (0.11 mmol)

1:6:30 |61 mg (0.25] 158.0 mg 15049 2.2 mL de CHCI; 15 mg
mmol) (1.5 mmol) (7.5 mmol) (0.09 mmol)

1:6:30 |61 mg(0.25] 158.0 mg 1.50 g 2.2 mL de THF 15 mg
mmol) (1.5 mmol) (7.5 mmol) (0.09 mmol)

El polimero preparado en hexano fue descartado porque resuité sumamente quebradizo y
por lo tanto no apto para su empleo posterior en sistemas de extraccion en fase soélida
(EFS). Los demas polimeros presentaron buenas caracteristicas de rigidez, por lo que se
procedié a someterlos a lavados intensivos para remover los subproductos de reaccion y
extraer la plantilla. Ensayos preliminares demostraron que los lavados del material en lote
eran poco efectivos (p. ). Soxhlet), por lo que se optd por un sistema de elucion,
realizando los lavados de los polimeros una vez empacados en los cartuchos.

Se ensayaron una gran variedad de solventes puros y mezclas para tratar de extraer
completamente la plantilla. Durante estos ensayos se observé que los solventes muy
polares, como el agua y sus mezclas, provocaban la contraccién de los polimeros, dado el
caracter poco polar de éstos. En consecuencia, al cerrarse los poros por contraccion de la
red polimérica, la cantidad de plantilla extraida disminuia. Por otra parte, los solventes de
baja polaridad, aunque permitian la expansién del polimero, tampoco resultaron
adecuados debido a su bajo poder de solvatacion del flurbiprofeno.

Finalmente, se establecié la secuencia de lavado siguiente: CH,Cl,, ACN, MeOH-AcOH y
MeOH. El diclorometano provoca un alto grado de hinchamiento del polimero abriendo al
maximo sus poros. El acetonitrilo mantiene al polimero suficientemente expandido y
comienza a extraer la plantilla por sus propiedades aceptoras de protones; sin embargo,
no es suficientemente fuerte para competir con los residuos piridina de la superficie del
soporte. Por el contrario, la mezcla MeOH-AcOH posee la mayor capacidad de extraccién
de la plantilla como puede observarse en la figura 6. El mecanismo de extraccion se basa
en la protonacién de los residuos piridina presentes en las cavidades formadas,
debilitando la unién via puente de hidrégeno entre el protén del grupo carboxilo del
flurbiprofeno y el nitrégeno de la piridina; este efecto se magnifica por la competencia que
ejercen el metanol y el acido acético, para interaccionar con la plantilla y con los residuos
piridina, respectivamente. El problema de esta mezcla es que el polimero empieza a
contraerse después de cierto volumen pasado por el cartucho y la remocion de la plantilla
disminuye. El lavado final con metanol tiene por objeto restaurar en parte el hichamiento
del polimero y eliminar el 4cido presente en los canales y poros de su estructura.

Los problemas de contraccion del polimero en presencia de solventes polares
(especialmente en presencia de mezclas con agua) fueron mas notorios en el caso de los
materiales preparados con dicloroetano o diclorometano como pordgenos. Por ello, una
porcion importante de la plantilla no pudo removerse. Estos polimeros fueron entonces
descartados para el trabajo subsecuente.
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Fig 6. Inyecciones de porciones sucesivas del efluente del cartucho durante el lavado con
la mezcla MeOH-AcOH 80:20. Polimero impreso con flurbiprofeno preparado en 1,2-
dicloroetano.

IV.2 Ensayos de Extraccion en Fase Sélida (EFS)

Dadas las dificultades que se tuvieron para la remocién de la plantilla en los polimeros
sintetizados, era obvio que uno de los puntos mas criticos en el proceso de EFS seria la
seleccion del solvente de elucion. Se requeria un solvente capaz de eluir
cuantitativamente el analito retenido, utilizando un volumen pequefio de eluyente, para no
comprometer la sensibilidad en la determinacién cromatografica del compuesto de interés.
Inicialmente se ensayaron como eluyentes soluciones de HCIO, 0.01M, 0.05M y 0.1M en
MeOH. En estos experimentos se trabajo con el polimero 1:8:40 (relacion molar
plantillazmonémero funcional:entrecruzador) preparado en cloroformo. En la tabla 4 se
muestran los recobros obtenidos en 3 experimentos de EFS realizados en el cartucho con
PIM y en el cartucho con polimero blanco, utilizando HCIO, 0.1M en MeOH como
eluyente. La carga se realizé en el solvente débil dicloroetano para favorecer la retencion
del flurbiprofeno. Como puede observarse el analito recuperado en los eluatos varid
significativamente de un experimento a otro en ambos cartuchos. El origen de este
problema pudo detectarse al efectuar una prueba de estabilidad del flurbiprofeno en
MeOH con HCIO, 0.1M. Esta mostré que el analito se degradaba, por lo que se decidié no
usar un medio acido para la elucion.
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Polimero Eiucién/Recobro en ug
Blanco 0.49

Impreso 0.47
Blanco 0.60

Impreso 0.64
Blanco 0.46

Impreso 0.43

Tabla 4. Flurbiprofeno (0.2 pg/mL) en 1,2-dicloroetano, lavado con 5 mL de MeOH,
elucién con 5 mL de HCIO, 0.1 M en MeOH. Cartucho con 100 mg de empaque.

Posteriormente se probé una mezcla de MeOH-H,O (7:3, v/v) con NaOH 0.05M. Este
eluyente tampoco dio buenos resultados, los recobros en unos experimentos eran muy
bajos y en otros superaban el 100%. Esto indicaba que el flurbiprofeno no era eluido
completamente en cada ciclo de EFS, por lo que se acumulaba en el cartucho y
ocasionalmente una porciéon importante de lo acumulado era arrastrada en la elucién
siguiente.

Como ya se ha comentado, el agua tiende a contraer el polimero, por lo que los efectos
observados podrian deberse en parte al cierre de los poros y no sélo a la falta de fuerza
del eluyente. Por ello en las siguientes pruebas se redujo la porcidn de fase acuosa en el
eluyente a 10% y se sustituy6é el metanol por alcohol isopropilico (IPA), ya que en este
altimo el polimero se hincha en mayor medida que con el primero. Ademas, la fase
acuosa fue alcalinizada con sosa para provocar la ionizaciéon del grupo carboxilo del
flurbiprofeno y asi debilitar su interaccion con los residuos piridina del adsorbente. En la
tabla 5 se muestran los resultados obtenidos utilizando como eluyente IPA-NaOH (0.1 M)
9:1 (v/v), en cartuchos empacados con tres diferentes PIMs y sus respectivos blancos. En
algunos ensayos el eluyente se percolé después de calentarlo a 50°C. La carga y el
lavado se realizaron en las mismas condiciones que en los experimentos anteriores.

Polimero || Porégeno Cantidad de empaque Recobro
Blanco (ug) PIM (ng)
1:6:30 THF 100 mg 0.00' 0.30
1:6:30 THF 100 mg 0.00? 0.40?
1:6:30 CHCI; 100 mg 0.00' 0.48"
1:6:30 CHCls 100 mg 0.00° 2.06°
1:8:40 CHCl; 100 mg 0.18° 0.95%

Tabla 5. Carga de 1 ng de flurbiprofeno en 25 mL de dicloroetano, flujo de carga y elucion:
1 mL/min, lavado: 5 mL de metanol, elucién: 5 mL de IPA-NaOH 0.1 N (9:1). "Elucién en
fr‘io. ?Elucién con solvente caliente.

De acuerdo con los resultados de la tabla 5, los polimeros preparados con la relacion
1:6:30 en THF y CHCI; muestran una clara diferencia en el comportamiento de retencién
del PIM y el blanco. En los eluatos de los cartuchos blanco no se detecta la presencia del
analito, ya sea porque éste no fue retenido durante la carga o porque fue desalojado
durante el lavado. Por el contrario, en los PIM se alcanza a recuperar una fracciéon del
compuesto en los eluatos, pero ésta es inferior al 50%. Sin embargo, el resultado
aberrante del cuarto ensayo (con un recobro del 206% en el PIM) parece indicar que la
plantilla original no logré ser removida completamente durante los lavados intensivos del
polimero y parte de ella eluy6é en este ensayo al percolar el solvente caliente. El PIM
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preparado en cloroformo con la relacion molar 1:8:40 permitié obtener el mayor recobro
del analito, aunque su respectivo blanco también retuvo una pequefia fraccion del soluto.
Por otra parte, aunque la elucién con solvente caliente parece ser un poco mas efectiva,
las condiciones durante el experimento no son constantes pues el solvente se enfria
rapidamente; por ello se prefirid usar el solvente a temperatura ambiente en el trabajo
subsecuente. Asi mismo, se decidié seguir trabajando con el polimero 1:8:40 preparado
cloroformo para las siguientes pruebas.

Se empacaron nuevos cartuchos con el PIM y su blanco, aumentando la cantidad de
adsorbente a 300 mg. Se opté por continuar utilizando la mezcla IPA-NaOH 0.1 N, 9:1
(v/v) como eluyente y se buscd optimizar la etapa de lavado en el proceso de EFS. El
disolvente de lavado optimo (en cuanto a composicién y volumen) debe ser
suficientemente fuerte para desalojar al compuesto de interés (y cualquier otro
compuesto) no retenido especificamente en el soporte, pero no debe ser tan fuerte que
destruya las interacciones especificas del flurbiprofeno con los residuos piridina de la
cavidad impresa. En otras palabras, con un lavado 6ptimo se deberia obtener un recobro
nulo en el polimero blanco y un recobro lo mas alto posible en el PIM durante la etapa de
elucién. Obviamente el recobro en el PIM depende también en gran medida de la
efectividad alcanzada en la impresion de la plantilla durante la sintesis del polimero. En la
tabla 6 se muestran las diferentes condiciones de lavado ensayadas y los resultados
obtenidos.

Lavado Recobro Relaciéon
Blanco (H'g) PIM (“g) PIM/Blanco
5 mL MeOH 0.44 0.71 1.6
5 mL MeOH 0.43 1.14 26
3 mL MeOH 0.47 1.31 2.8
5 mL de MeOH 0.00 0.15 -
5 mL de ACN 0.26 0.73 2.9
5 mL de MeOH/DCM 1:1) . 0.02 0.17 7.4
5 mL IPA 0.23 0.18 0.8
10 mL de DCM 0.14 0.34 24
5 mL de DCM 0.25 0.64 2.5

Tabla 6. PIM preparado en CHCI; con proporciones 1:8:40 (plantillazmondémero
funcional.entrecruzador). Cantidad de empaque: 300 mg, acondicionamiento: 15 mL de
dicloroetano, carga de 1 pg de fiurbiprofeno en 25 mL de dicloroetano, flujo de carga y
elucién: 1 mL/min, elucién: 5 mL de IPA-NaOH 0.1 N (9:1).

Estos resultados tan variables y poco congruentes no permitieron llegar a conclusiones
definitivas sobre las condiciones de lavado. Por ejemplo, se esperaba que la cantidad de
flurbiprofeno en los eluatos, tanto del cartucho con PIM como del cartucho con polimero
blanco (en mayor medida con este dltimo), disminuyera al aumentar la polaridad y el
volumen de solvente de lavado, lo cual no fue observado. Ademas en algunos ensayos se
obtuvieron recobros superiores al 100% en el cartucho con PIM, lo que indicaba que el
eluyente no habia desorbido completamente al soluto retenido en los ciclos precedentes
de EFS.

Considerando que el lavado con los disolventes mas polares podria estar provocando la
oclusion parcial de los poros por contracciéon del polimero, se decidié analizar en mayor
detalle el comportamiento de! DCM como solvente de lavado. En la tabla 7 se muestran
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los resultados obtenidos en experimentos replicados usando 5 mL de DCM como agente
de lavado. Como puede observarse, el recobro del flurbiprofenc en el eluato es mas o
menos constante entre experimentos. Sin embargo, dada la baja fuerza eluyente del
solvente de lavado, no se observan diferencias significativas entre el comportamiento del
PIM y del polimero blanco. Es decir, el DCM no es capaz de desorber al soluto, retenido
no especificamente, durante ia etapa de lavado.

Recobro
Lavado
Blanco (ug) || PIM (ng)
5 mL de DCM 0.63 0.60
5 mL de DCM 0.79 0.71
5 mL de DCM 0.67 0.61

Tabla 7. PIM preparado en CHCIl, (otras caracteristicas como en la tabla 6).
Acondicionamiento: 15 mL de dicloroetano, carga de 1 pg de flurbiprofeno en 25 mL de
dicloroetano, flujo de carga y elucién: 1 mL/min, elucién: 5 mL de IPA-NaOH 0.1 N (9:1).

En los ensayos de la tabla 7, la recuperaciéon del analito en el cartucho con PIM oscil
entre 60 y 70%. El compuesto faltante podria haber sido perdido durante la carga. Para
determinar si esta pérdida era debida a una baja capacidad del polimero (niUmero de sitios
de adsorciéon limitados) o a una retencion débil que condujo a la fuga del analito al rebasar
cierto volumen de carga, se realizaron los experimentos reportados en la tabla 8. Los
resultados obtenidos al cargar una cantidad constante de flurbiprofeno (1 ng) en
volumenes crecientes de solucidon muestran una disminucion del recobro, pero ésta no es
sistematica. Asi, el recobro para volimenes de 10 y 25 mL de muestra cargada en el PIM
es casi idéntico y disminuye ligeramente al aumentar el volumen a 50 mL. Aunque el
ensayo con un volumen de 5 mL de muestra da un recobro significativamente mayor que
los otros volumenes, éste pudo ser debido a que a altas concentraciones se favorece la
adsorciéon no especifica. De hecho, esto lo confirma el comportamiento del polimero
blanco que es mas o menos similar al del PIM. De estos resultados se podria concluir que
la fuga del analito inicia desde voliumenes de carga muy pequefios, pues en ninguno de
los ensayos se obtuvo un recobro del 100%. No obstante, esta aseveracion sélo es valida
si se asegura que todo el analito retenido en la etapa de carga es desorbido en la etapa
de elucion.

Recobro
Carga
Blanco (ug) || PIM (ug)
1 pg de flurbiprofeno en 5 mL 0.93 0.79
1 ng de flurbiprofeno en 10 mL 0.67 0.56
1 ng de flurbiprofeno en 25 mL 0.58 0.53
1 ug de flurbiprofeno en 50 mL 0.57 0.42
0.25 ug de flurbiprofeno en 25 mL 0.23 0.21
0.5 pg de flurbiprofeno en 25 mL 0.22 0.80
2.0 ug de flurbiprofeno en 25 mL 1.27 1.08

Tabla 8. PIM preparado en CHCI; (otras caracteristicas como en la tabla 6)
Acondicionamiento: 15 mL de dicloroetano, carga de flurbiprofeno disuelto en
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dicloroetano, flujo de carga y elucioén: 1 mL/min, lavado: 5 mL de DCM, elucién: 5 mL de
IPA-NaOH 0.1 N (9:1).

En lo que concierne a los experimentos realizados con volimenes de muestra constantes
(25 mL) y cantidad de analito variable, los resultados fueron inconsistentes. El recobro
para la minima cantidad cargada (0.25 ug) fue cercano al 90% y disminuy6 a 53% para la
carga de 1 pug, por lo que podria pensarse que la capacidad del adsorbente fue rebasada
en el segundo caso. Sin embargo, al aumentar la cantidad cargada a 2 pg, el % de
recobro fue del mismo orden (54 %), lo que equivale a 1 ug de flurbiprofeno retenido.
Ademas, se tuvo un resultado aberrante en el cartucho con PIM, ya que para 0.5 ug
cargados, se determiné en el eluato una cantidad de 0.8 ug de flurbiprofeno (160%). Con
ello, nuevamente se puso en evidencia que el eluyente utilizado no era todavia el
adecuado, pues parte del analito aparentemente se va acumulando en cada ensayo en el
adsorbente y, al llegar a cierto nivel, eluye en un experimento dado generando los
resultados aberrantes.

En todos los experimentos anteriores, después del lavado con DCM, los cartuchos eran
sometidos a un secado por vacio para evitar formacion de emulsiones u otros efectos
indeseables por incompatibilidad con el eluyente polar. Se pensd que, posiblemente el
polimero una vez secado no era capaz de expandirse en la mezcla IPA-NaOH, por lo que
este solvente no podia penetrar en los poros para eluir al analito retenido. Se decidié
entonces omitir el paso de secado del cartucho y regresar a una mezcla de elucién
basada en MeOH, pero conteniendo como modificador basico al amoniaco. Se comprobé
que el DCM era miscible en la mezcla MeOH-NH,OH (0.01 M) 9:1 (v/v). Se decidio dejar
por el momento al DCM como agente de lavado, reduciendo el volumen de lavado a 1 mL,
puesto que el solvente sblo tenia como funcién desalojar los remanentes de la solucién de
carga del volumen intersticial del cartucho.

Por otra parte, para evitar la contaminacién cruzada entre experimentos (que a menudo
habia conducido a recobros mayores al 100%), se establecié un programa de tratamiento
de los cartuchos después de cada ciclo de EFS para desalojar cualquier remanente de
soluto. La secuencia de solventes en este tratamiento fue: 2 x 5 mL de IPA, 2 x 5 mL de
eluyente, 50 mL de agua desionizada y 5 mL de ACN.

Con las nuevas condiciones, se repitieron los experimentos de carga de 1 pg de
flurbiprofeno en volumenes de muestra crecientes. Los resultados se reportan en la tabla
9. La figura 7 permite ver claramente la variacion del recobro en funcién del volumen de
carga para el PIM y el polimero blanco.

Volumen de carga Recobro Relacion
Blanco (“g) PIM (ug) PIM/Blanco
5mL (0.2 pg/mL) 0.86 1.03 1.2
10 mL (0.1 pg/mL) 0.76 0.83 1.1
25 mL (0.04 pg/mL) 0.30 0.65 2.2
50 mL (0.02 pg/mL) 0.32 0.75 2.3

Tabla 9. PIM preparado en CHCI; (otras caracteristicas como en la tabla 6)
Acondicionamiento: 15 mL de dicloroetano, carga de flurbiprofeno disuelto en
dicloroetano, flujo de carga y elucion: 1 mL/min, lavado: 1 mL de DCM, elucion: 2 mL de
MeOH-NH,OH 0.01 M (9:1).
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Recobro de flurbiprofeno en los polimeros blanco e impreso
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Figura 7. PIM preparado en CHCI; (otras caracteristicas como en la tabla 6)
Acondicionamiento: 15 mL de dicloroetano, carga de flurbiprofeno disuelto en
dicloroetano, flujo de carga y elucién: 1 mL/min, lavado: 1 mL de DCM, elucién: 2 mL de
MeOH-NH,OH 0.01 M (9:1).

En este conjunto de experimentos los resultados fueron mas coherentes. Como Io
muestra la Fig. 7, a bajos volimenes de carga, es decir, concentraciones mas altas, la
retencién no especifica es bastante importante, tanto en el PIM como en el polimero
blanco. Al aumentar el volumen de muestra, la cantidad de soluto retenido disminuye
llegando a un valor més o menos constante en ambos adsorbentes. En estas condiciones
(volumenes de carga = 25 mL) se pone en evidencia la diferencia de comportamiento
entre el PIM y el polimero blanco, corroborandose la existencia de sitios de interaccion
mas fuertes en el PIM. Es probable que, en el polimero blanco, la retencién del
flurbiprofeno sea debida a interacciones con residuos piridina de superficie, dispuestos al
azar en la estructura polimérica. Dependiendo de la orientacion y accesibilidad de estos
grupos, se puede esperar toda una gama de energias de interaccion. En el caso del PIM,
ademas de los residuos piridina dispuestos al azar, existen algunos sitios en donde la
conformacion del esqueleto sélido se adopta a la forma del flurbiprofeno y los residuos
piridina de superficie estan colocados en posicién 6ptima para interaccionar con el grupo
carboxilo del soluto impreso. Por lo tanto, en el PIM ocurren simultaneamente
interacciones especificas y no especificas, como lo demuestra la relacién de retencién
PIM/Blanco de 2.2-2.3 para volimenes de carga de 25 y 50 mL. No obstante, no es
posible saber a partir de los datos obtenidos, qué fraccién del soluto recuperado en el PIM
fue retenida por uno u otro tipo de interaccién. A modo de ilustracién, en la figura 8 se
muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar en el cromatégrafo los eluatos del PIM
y el polimero blanco correspondientes al experimento realizado con un volumen de carga
de 25 mL.
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Figura 8. Cromatogramas obtenidos de la inyeccion de los eluatos del PIM y el polimero
blanco para el experimento realizado con un volumen de muestra cargada de 25 mL.
Otras condiciones como en la tabla 9. Recobro blanco: 30%. Recobro del PIM: 65%.

Después de los experimentos anteriores, se efectuaron algunos mas en los mismos
cartuchos empacados con 300 mg de PIM y de polimero blanco. Desafortunadamente, los
resultados indicaron que los adsorbentes habian sufrido alguna alteracion o dafio
irreversible pues la retencion del flurbiprofeno se redujo notablemente, en particular en el
caso del polimero blanco. En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos al
comparar al diclorometano y al 1,2-dicloroetano como solventes de carga (o solventes de
muestra). Como era de esperarse dada la similitud de estos solventes, no se observan
diferencias significativas en la retencién del analito al utilizar uno u otro. Por otra parte, en
la tabla 11 se reportan resultados de ensayos en los que se varié la velocidad de flujo
durante la carga. No se detecté algun efecto significativo de este parametro sobre la
retencién del flurbiprofeno; por lo tanto, la pequefia cantidad que se retiene de este soluto
no es debida a cuestiones cinéticas.

Disolvente Recobro Relacion
Blanco (ng)| PIM (ng) PIM/Blanco
Diclorometano 0.07 0.38 5.4
1,2-dicloroetano 0.09 0.31 3.4

Tabla 10. PIM preparado en CHCIl; (otras caracteristicas como en la tabla 6).
Acondicionamiento: 15 mL de dicloroetano, carga 25 mL 0.04 pg/mL de flurbiprofeno, flujo
de carga: 1.0 mL/min, lavado: 1 mL de DCM, elucion: 2 mL de MeOH-NH,OH 0.01 M
(9:1), flujo de la elucién: 1.0 mL/min.
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Flujo de carga Recobro Relacién
(mL/min) Blanco (ng)| PIM (Hg) PIM/Blanco
0.5 0.09 0.31 3.4
2.0 0.08 0.39 4.9

Tabla 11. PIM preparado en CHCI; (otras caracteristicas como en la tabla 6).
Acondicionamiento: 15 mL de dicloroetano, carga 25 mL 0.04 pg/mbL de flurbiprofeno
disuelto en dicloroetano, lavado: 1 mL de DCM, elucion: 2 mL de MeOH-NH,OH 0.01 M
(9:1), flujo de la elucién: 1.0 mL/min.

Como puede verse en las tablas 10 y 11, la retencién en el polimero blanco fue casi
anulada y en el PIM se redujo aproximadamente a la mitad, con respecto a lo reportado
en los experimentos de la tabla 9 para el mismo volumen de carga. No fue posible
determinar el origen de la pérdida de retencion de los adsorbentes; una posible
explicacion es que el amoniaco usado en la mezcla de eluciéon haya podido afectar los
residuos piridina de la superficie, donde se lleva a cabo la interaccion del analito con el
adsorbente. En todo caso, el dafio fue aparentemente menor en lo que suponemos
concierne a las cavidades impresas (o retencién especifica), como lo muestra el aumento
considerable en la relacion de retencion PIM/Blanco. Coincidentemente, la cantidad de
soluto retenido en el PIM en estos Gltimos ensayos, corresponde aproximadamente a la
diferencia entre las curvas de la Figura 7, en la regién donde se alcanza un recobro
constante.

V. Conclusiones

Se logré sintetizar un material polimérico que presenté cierto grado de impresién
molecular de la plantilla, el flurbiprofeno, utilizando como monémero funcional 4-
vinilpiridna y como solvente porogénico CHCI;. En condiciones experimentales apropiadas
para minimizar las interacciones no especificas, la capacidad de retencién del farmaco en
el PIM fue al menos 2.2 veces mayor que en su respectivo blanco.

No obstante, la capacidad de eniazamiento del compuesto de interés por el PIM es
todavia realmente baja, por lo que se requiere optimizar la sintesis del material, haciendo
mas eficiente la formacion de cavidades impresas y/o aumentando la proporcion de
cavidades impresas conectadas a la red de canales y poros de la estructura polimérica vy,
por tanto, accesibles al soluto.

Un punto critico en el proceso de extraccion en fase sélida con polimeros impresos es la
etapa de elucién. Una buena parte de este trabajo estuvo dedicada a ensayar diferentes
solventes y mezclas para asegurar la completa desorcion del analito retenido y evitar la
contaminacién entre experimentos. Finalmente, con una mezcla MeOH-NH,OH se logré
aparentemente la elucion cuantitativa del flurbiprofeno retenido en la etapa de carga. Sin
embargo, persiste aun la duda sobre un posible dafio en la estructura del polimero a sus
sitios de interaccion (residuos piridina de superficie) por parte del amoniaco. También es
posible que este agente haya bloqueado selectivamente los sitios de unién no especifica,
en cuyo caso su uso resultaria benéfico al conferir mayor selectividad al PIM. Un estudio
profundo y sistematico sobre los efectos del amoniaco en polimeros a base de vinilpiridina
queda pendiente para futuras investigaciones.

A pesar de las multiples dificultades que presenta ia sintesis de PlMs, y la puesta a punto
de protocolos de EFS para su aplicacion analitica, el desarrolio de esos materiales debera
continuar progresando en el futuro préximo, dadas sus interesantes ventajas. Con
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respecto a otros materiales de alta selectividad, como los inmunoadsorbentes, los PIMs
son mucho mas baratos y durables, pueden usarse con solventes organicos y son
estables a pH extremos.
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