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ACN: Acetonitrilo

AFM: Microscopia de Fuerza Atémica
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Beta CC: Capacidad de Deteccion

C1s: Octadecilsilano quimicamente enlazado a Silice Porosa
CC alfa: Limite de decision

COVENIN: Comision Venezolana de Normas Industriales
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DAD: Arreglo de Diodo
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DLLME: Microextraccion liquido-liquido dispersiva
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ERY: Eritromicina
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FT-IR: Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
GV: Cromatografia de Gases

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

IR: Infrarrojo

ISEC: Cromatografia de Exclusién Molecular Inversa

IVER: Ivermectina

JOS: Josamicina

Kd: Constante cinética de desarrollo de la reaccion

Ki: Constante cinética de iniciaciéon de la reaccion

Kp: Constante cinética de propagacion de la reaccion
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MIP: Polimero de Impronta Molecular

MIR: Infrarrojo Medio

MISPE: Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction (Extraccion en Fase Sélida con Polimeros

de Impronta Molecular)



MMA: Metacrilato de Metilo

MMIP: Polimeros de Impronta Molecular Magnéticos

MRL: Limite de Residuo Maximo

MS: Espectroscopia de Masas

NIP: Polimero No Impreso

NIR: Infrarrojo Cercano

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

QuEChERS: Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe (Rapido, Facil, Econémico, Robusto,
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Exantemas: Erupcion cutanea que aparece en forma aguda
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RESUMEN

La leche es uno de los alimentos de mayor consumo a nivel mundial. Sin embargo, algunas
enfermedades que afectan a los rumiantes pueden generar considerables pérdidas econdémicas
a los productores de alimentos. Para controlar estas enfermedades se utilizan diferentes tipos de
antibidticos y el uso de éstos ha generado la resistencia de los microorganismos contra algunos
de los tratamientos. El uso de antibidticos en animales esta sujeto a restricciones oficiales y los
limites de residuos permitidos en la leche se encuentran en el orden de los ug Kg'. La presencia
de antibiéticos en la leche puede traer consecuencias indeseables a los consumidores, tales
como el desencadenamiento de procesos alérgicos, reacciones de hipersensibilidad, o desarrollo
de organismos patdgenos resistentes, en vista de lo cual deben realizarse analisis minuciosos
antes de permitir su consumo. Por ello, es necesario disponer de técnicas de analisis de alta

sensibilidad, para asi detectar la presencia de trazas de antibiéticos en el producto.

Actualmente, la determinacion analitica de antibiéticos se lleva a cabo empleando la
cromatografia de liquidos de alta eficacia, y la cromatografia de gases, acopladas a distintos
detectores (ultravioleta, electroquimico, masas...). Sin embargo, estas técnicas, por si mismas,
no proporcionan los limites de deteccidn necesarios para cumplir con las exigentes regulaciones
actuales, lo que hace que sea necesario el empleo de técnicas de concentracién y/o limpieza

previas a la separacion y deteccion.

La leche, bien sea de vaca o de oveja, es una matriz bioldbgica compleja, constituida por
proteinas, carbohidratos, acidos grasos, entre otros, que a menudo afectan la separacion y
cuantificacion analitica de los compuestos de interés. Por tanto, el analisis de un compuesto en
una matrizcompleja, comoes laleche, frecuentemente requiere de una etapa de pre-tratamiento.
Es la parte mas lenta del proceso analitico y en la que se suelen cometer mas errores, siendo
considerada como el “cuello de botella” de los analisis quimicos. Por este motivo, debe prestarse
especial atencion a la preparacién de la muestra previa al analisis, en lo que se refiere a la

extraccion y preconcentracion del analito o analitos de interés y a la limpieza de la misma.

La mayoria de los métodos existentes para la determinacién de antibiéticos en muestras de leche
llevan implicita una etapa previa de tratamiento de la muestra, basada, generalmente en el uso
de extraccion liquido-liquido (LLE, Liquid Liquid Extraction)y extraccion en fase solida (SPE,
Solid Phase Extraction), empleando diferentes tipos de adsorbentes para llevar a cabo la
purificaciéon de los extractos.

La mayoria de los adsorbentes utilizados para la SPE no tienen un comportamiento selectivo,
reteniendo simultaneamente otros componentes presentes en la muestra, lo que impide alcanzar
los limites de deteccidn requeridos por la legislacion vigente. En este sentido, la nueva tecnologia

de Polimeros de Impronta Molecular (MIP, Molecularly Imprinted Polymers) se estda empleando
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con éxito en la preconcentracion y limpieza selectiva de distintos analitos. Esta técnica esta
basada en la creacion de cavidades en una matriz polimérica altamente entrecruzada, que se
corresponden con el tamafo y forma de la molécula molde (analito). EI método conlleva la
formacion organizada de mondmeros funcionales polimerizables alrededor de un analito de
interés o molécula molde. Los complejos asi formados quedan incorporados por polimerizacion
a una matriz polimérica microporosa. La eliminacion de la molécula molde deja grupos de
monoémeros funcionales en posiciones definidas en una disposicién espacial que es
complementaria a la estructura de la molécula molde original. Interacciones intermoleculares
como enlaces de hidrégeno, dipolo-dipolo y de caracter idnico entre la molécula molde en una
muestra en disolucion y los grupos funcionales del MIP pueden conducir al proceso de
reconocimiento especifico molecular que causa la union selectiva de la molécula molde o analito

de interés.

Por todo lo expuesto anteriormente, en este trabajo de investigacion se plantea solucionar dos
problemas analiticos importantes, por un lado controlar la presencia de residuos de antibiéticos
y por otro minimizar el tratamiento de muestras en el andlisis de productos lacteos. Asi, esta
Tesis se ha centrado en la optimizacion y puesta a punto de varios métodos analiticos para la
determinacion de antibidticos en muestras de leche haciendo uso de los polimeros de impronta
molecular utilizados como fase adsorbente en cartuchos de extraccion en fase sélida (MISPE,

Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction).

El trabajo experimental desarrollado puede dividirse en dos partes (A y B). La primera parte (A)
se ha centrado en la determinacién de un antibidtico de la familia de los macrdlidos, la
eritromicina, en muestras de leche de oveja. Se ha llevado a cabo la sintesis de varios polimeros
de impronta molecular, utilizando diferentes procedimientos de polimerizacioén, los cuales han
sido convenientemente evaluados y caracterizados para ser utilizados como fase adsorbente en

un sistema SPE.

El polimero que presentd los mejores resultados en lo que respecta a afinidad por la molécula
de interés, eritromicina, ha sido empleado como sistema de extraccion y limpieza selectiva del
antibidtico seleccionado en muestras de leche de oveja. El método desarrollado fue validado en
términos de linealidad, reproducibilidad, sensibilidad y limites de deteccién y cuantificacién. El
trabajo se finalizé evaluando la selectividad del MIP hacia la eritromicina, mediante un estudio
de interferencias, en el que se trabajo con antibiéticos macrolidos de estructura similar a la
eritromicina. La deteccion analitica de la eritromicina se llevd a cabo utilizando la técnica de la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), con un sistema de deteccion UV-Vis con detector
de diodos (DAD).

El desarrollo de la Parte A se ha llevado a cabo en colaboracién con miembros del Grupo de

Investigacién del Departamento de Ciencias Analiticas de la UNED, GTyMAQ, el cual ha dado
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lugar a un articulo, que actualmente ya ha sido publicado en la revista Food and Chemistry
Toxicology, indexada en el Journal Citation Reports (JCR), con un elevado indice de impacto,

con lo que en esta memoria no se tratara en profundidad.

La segunda parte (B) de esta investigacion también se ha llevado a cabo dentro del citado Grupo
de Investigacion, pero la parte experimental se ha realizado en los laboratorios del Departamento
de Biologia y Quimica de la Facultad de Educacién, de la Universidad Catdlica Andrés Bello en
Caracas, Venezuela. La investigacion se centra en el desarrollo de un nuevo sistema de
tratamiento de muestra para la determinaciéon del antibiético ampicilina, de la familia de los
antibidticos B-lactamicos, en muestras de leche de vaca. Se han sintetizado diversos polimeros
de impronta molecular, variando los monémeros funcionales, sus concentraciones y la relacién
molar entre el mondmero funcional y el entrecruzante. Como mondmeros funcionales se
utilizaron acido metacrilico y metacrilato de metilo, como monémero entrecruzante se utilizé
etilenglicol dimetacrilato, como solvente porogénico acetonitrilo, comomolécula molde ampicilina

y como iniciador peroxido de hidrégeno.

Los polimeros sintetizados fueron caracterizados fisicamente por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR), observandose que existe una semejanza en la estructurade la
red entre el polimero de impronta molecular y el utilizado como blanco (polimero no impreso o
NIP, Non Imprinted Polymer). Asimismo, se comprobd la polimerizacion con el entrecruzante por
la aparicién de la sefal correspondiente al enlace del grupo C-O en todos los polimeros

estudiados y la disminucion de la sefial correspondiente al enlace del grupo —C=C-.

La caracterizacién quimica de los polimeros se llevé a cabo mediante la evaluacion de su
capacidad para retener la molécula molde, empleandolos como fase adsorbente en el proceso
de extraccion en fase sodlida.

Estos estudios demostraron que el polimero de impronta molecular obtenido utilizando como
mondmero funcional al acido metacrilico y una relacion mondmero funcional/monémero
entrecruzante de 1:5 presento la mayor afinidad por la molécula molde. Se estudié también su
afinidad hacia otros antibidticos B-lactamicos con estructura similar a la ampicilina, comolo es la
amoxicilina, la oxacilina y la penicilina G sddica, y se encontré que el MIP-ampicilina es

practicamente selectivo para el analito que fue sintetizado.

Finalmente, el polimero que presenté mayor afinidad con la ampicilina en cartuchos de extraccion
en fase solida (MISPE), fue utilizado para la determinacién de este compuesto en muestras
reales de leche entera de vaca. Dada la complejidad de la matriz de la muestra, fue necesario
llevar a cabo un tratamiento previo de la muestra, basado en la precipitacion de proteinas y

eliminacion de la materia grasa empleando acido acético y centrifugacion en frio.



La determinacion analitica de ampicilina se llevd a cabo, en ocasiones de forma cualitativa
empleando el método basado en la formacién del complejo coloreado azul de Prusia, y de forma
cuantitativa, mediante la cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién en el ultravioleta
(UV).

El método MISPE desarrollado fue validado en términos de linealidad, precision, exactitud,

sensibilidad y limites de deteccion y cuantificacion.

Los resultados obtenidos mostraron que la columna MISPE desarrollada es capaz de
preconcentrar el analito en la muestra hasta un total de 20 veces, retener al analito de la
disolucion y luego éste puede ser extraido de la misma, en concentraciones de 3,2.,, 40y 4,8

ppb con un porcentaje de recuperacion de alrededor del 100 %.

En estas condiciones, el limite de deteccién calculado siguiendo las directrices de la Guidance
for Industry de la FDA del 2001, fue de 10,75 ug L' y el limite de cuantificacion de 35,83 ug L.

En conclusién, se ha logrado obtener un polimero de impronta molecular, capaz de separar el
analito de un extracto de leche entera de vaca, a la cual se le anadié cantidades conocidas de
ampicilina. El método de analisis desarrollado para la determinacion cuantitativa de la ampicilina
presenta valores de linealidad, exactitud, precision y limites de determinacion y cuantificacion
que lo hacen apropiado para el analisis de la ampicilina en leche entera de vaca conteniendo

valores menores al limite maximo permitido por la legislacion vigente (4 ug Kg').
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1. Caracteristicas de los antibioticos

Los antibidticos son sustancias que se utilizan para tratar diversas infecciones tanto en humanos
como en animales y tienen la propiedad de inhibir la proliferacién de organismos infecciosos, en
cuyo caso tendran accion bacteriostatica, o de eliminarlos, con lo cual se habla de accién
bactericida. La accién antibacterial de los antibiéticos ocasiona un cambio en la capacidad de

alimentarse y/o reproducirse de las células microbianas.

A nivel mundial se emplean diferentes tipos de antibidticos, siendo los mas comunes los
aminoglucésidos, las tetraciclinas, los macrdlidos, los B-lactdmicos y las sulfonamidas. En los
ultimos tiempos se ha ampliado el término para incluir compuestos sintéticos, como las
sulfonaminas y las quinolonas, que presentan actividad bacteriana (Stanier, R. 1996, Lilley, L.
1999).

Dada la diversidad de antibidticos existentes, estos se pueden clasificar atendiendo a diferentes
criterios, segun su origen, su modo de accién, su espectro de actividad, su estructura quimica, o
incluso por generaciones (Tabla 1). En esta Tesis Doctoral se ha trabajado con antibiéticos
macrolidos y B-lactamicos, por lo que se dedicara especial atencion a ambas familias en los

siguientes apartados de la memoria.
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Tabla 1. Clasificacion de los antibidticos

Segun sumodo Segun su espectro SR S Por
Segun su origen gun s gun s P estructura .
de accién de actividad - generaciones
quimica
1. Derivados de 1. Bacteriostaticos: | 1. Espectro limitado: B-lactamicos 1. Cefalosporinas

aminoacidos:
Cicloserina
Cloranfenicol
Penicilinas
Cefalosporinas
Gramicidina
Tirocidina
Bacitracina
Polimixina
Colistina
Colistimetato
Viomicina
Capreomicina.

2. Derivados de
carbohidratos:
Estreptomicina
Canamicina
Neomicina
Paromomicina
Gentamicina
Lincomicina
Espectinomicina

3. Derivados del
acetatoy del
propionato:
Acido fusidico
Griseofulvina
Macrolidos
Poliénicos
Tetraciclinas

4. Otros:
Novobiocina
Puromicina
Rifamicinas
Ristocetina
Estreptovaricinas
Vancomicina

Cloranfenicol
Macrdélidos
Tetraciclina y sus
derivados
Doxiciclina

2. Bactericidas:
Amikacina
Carbacefem
Carbapenems
Cefalosporinas
Dibecacina
Espectinomicina
Gentamicina
Kanamicina
Lincosaminas
Monolactamicos
Netilmicina
Penicilina (dentro
de los cuales estan
los B-lactamicos)
Rifamicina
Rifampicina
Tobramicina
Vancomicina

3. Fungicidas:
Anfotericina B
Griseofulvina
Nistatina

4. Citostaticos:
Adriamicina
Daunomicina

5. Antibioticos
combinados

Penicilina
Aminoglucdsidos,
aminociclotoles y
polipéptidos: cocos
gram negativos

Glicopéptidos,
lincosamida y las
rifampicinas gram
positivos

2. Amplio espectro:
Tetraciclinas
Cloranfenicol
Macrdlidos
B-lactamicos
Algunas cefalosporinas
Quinolonas
Carbapenémicos

3. Espectro selectivo
Carbenicilina,
Piperacilina,
Mezlocilina, Ticarcilina,
Espectinomicina,
Imipenem, Tobramicina

4. Activos frente a
hongos:

Poliénicos (comola
anfotericina B,
candicidina, nistatina,
tricomicina)
Amebicidas
(fumagilina,
paromomicina,
puromicina)

5. Antineoplasicos:
Adriamicina
Azaserina
Mitomicina C
Porfiromicinas
Carcinofilina
Sarcomicina
Estreptonigrina
Actinomicinas

Aminoglucdsidos
Macrélidos
Tetraciclinas

Cloranfenicoly
derivados

Quinolonas
Polipeptidicos
Poliénicos
Ansamicinas
Antracoclinas
Nucleésidos

Glutarimida

de primera
generacion:
Cefalotina,
cefazolinay la
cefalexina: activas
contrala mayoria
de las bacterias
gram positivas y
moderadamente
eficaces contralas
gram negativas

2. Cefalosporinas
de segunda
generacion:

La Cefoxitina,
cefotetan,
cefmetazol, cefaclor
, aumentan la
actividad de las de
primera generacion
sobre los
estafilococos y son
altamente eficaces
contra las bacterias
gram negativas

3. Cefalosporinas
de tercera
generacion:
Aumentan la
actividad frente a
los
microorganismos
Gram-negativos

4. Cefalosporinas
de cuarta
generacion:
Cefepima, puede
poseer actividad
antianaerobia




INTRODUCCION
1.1 Antibiéticos B-lactamicos

Los antibidticos B-lactamicos constituyen una amplia familia de antibiéticos que incluye diferentes
grupos tales como penicilinas, cefalosporinas (de primera, segunda, tercera y cuarta generacion),
monobactamos, carbapenemos e inhibidores de las B-lactamasas (Marin, M. y col. 2003). La
estructura quimica de estos antibiéticos esta definida por la presencia de un anillo B-lactamico,

como en veterinaria.

de ahi sunombre. Estos se presentan en la Figura 1 y constituyen la familia de medicamentos
mas ampliamente usada de entre los antibidticos disponibles, tanto en atencion primaria y clinica

O~ "OH
PENICILINAS

H
\/N\ -

S
o me)/u

O

R

i~
O/ OH

MONOBACTAMICOS

CARBAPENEMAS

Figura 1. Estructura quimica basica de las principales clases de antibidticos (B-lactamicos. La R
farmacos.

representa las posiciones en las cuales se efectuan las sustituciones quimicas en la sintesis de nuevos

Para llevar a cabo la investigacion de esta Tesis Doctoral se han utilizado antibidticos B-

lactamicos pertenecientes al grupo de las penicilinas, pues ellos constituyen uno de los grupos
de mayor importancia a nivel mundial. A continuacion se tratan con detalle.
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1.1.1. Penicilinas

Las penicilinas son un grupo de antibiéticos que contienen un anillo -lactdmicoy un anillo de
tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico, estructura que deriva de la condensacion de
una molécula de valina y una de cisteina para dar lugar al doble anillo caracteristico. Ademas
tienen una cadena lateral, que varia de unas penicilinas a otras en la posicion 6 del anillo (3-
lactamico y que es la que define sus propiedades. En la Figura 2, se presenta la estructura

quimica basica de las penicilinas.

0
|
R=C—NH__s._CH,
Bl A |'cH,
m—
o) C—OH
|
0

A Anillo tiazolidina

B Anillo betalactamico que lleva un grupo amino
secundario (R-NH-)

Figura 2. Estructura quimica basica de las penicilinas.

En el afno 1928 Sir Alexander Fleming descubre la penicilina como resultado de estudios
relacionados con estafilococos, los cuales se habian contaminado con un hongo del género
Penicilium. A partir de 1939, comienzan las investigaciones relacionadas con la penicilina, y se
observa la curacion de ratones infectados originalmente con estreptococos, y a partir de este
momento se extiende su aplicacién a pacientes infectados con estafilococos, demostrandose

incuestionablemente su actividad terapéutica.

En la Figura 3, se presenta el proceso de degradacion de la penicilina en condiciones acidas y
basicas (Deshpande, A. y cols. 2004).
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Figura 3. Ruta de degradacion de la penicilina en condiciones acidas y basicas. Tomado de Deshpande,
A. y cols. (2004).

Existe una gran diversidad de penicilinas, y estas se pueden clasificar en:

- Penicilinas naturales, entre las que se encuentran:

- Penicilina G acuosa, Procainica, Clemizol, Benzatinica
- Penicilina V
- Feniticilina
- Penicilinas resistentes a betalactamasas:
- Meticilina
- Nafcicilina
- Isoxazol penicilina, Cloxacilina, Dicloxacilina, Flucloxacilina, Oxacilina

- Aminopenicilinas
- Ampicilina
- Amoxicilina
- Bacampicina
- Ciclacilina
- Epicilina

- Hetacilina
11
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- Pivampicina
- Talampicina

- Combinacion con inhibidores de betalactamasas

- Amoxicilina + acido clavulamico
- Ticarcilina + acido clavulamico
- Ampicilina + sulbactam

- Piperacilina + tasabactam
- Carboxipenicilina

- Carbenicillina
- Ticarcilina
- Indanil-carbenicilina

- Carbecilina
- Ureidopenicilinas

- Azlocilina

- Mezlocilina

- Piperacina
- Amidinopenicilinas

- Amdinocilina

- Pivamdinocilina

Actualmente el término penicilina se usa a menudo, en sentido genérico, para cualquiera de las

variantes que derivan de la penicilina misma, en especial, la penicilina G o benzilpenicilina.

En esta investigacion se ha trabajado con algunos de los antibidticos pertenecientes a esta
familia, por ello se trataran con detalle en los siguientes apartados de esta memoria.

Ampicilina

La ampicilina es una amino-penicilina con actividad contra bacterias Gram positivas sensibles a
la penicilina incluyendo E. coli, Proteus mirabilis, Salmonella sp y H. influenzae. Sin embargo,

muchas enterobacterias, H. influenzae, salmonella y shiguella producen B-lactamasas.

En general la ampicilina es un antibiético de amplio espectro, utilizado en infecciones digestivas,
infecciones del aparato respiratorio como por ejemplo la sinusitis y la bronquitis, infecciones

urinarias, infecciones ginecoldgicas, infecciones de tejidos blandos, entre otras (Guia de las

12



INTRODUCCION

especialidades farmacéuticas en Venezuela, 2007). Se utiliza en ganado bovino, ovino y caprino
en infecciones genitourinarias, del tracto respiratorio, digestivo y problemas septicémicos
causados por gérmenes Gram positivos y Gram negativos. Es usada en vacas, ovejas y cabras
en lactacion, asociada con la cloxacilina en el tratamiento intramamario de infecciones
subclinicas existentes y prevencion de nuevas infecciones que puedan ocurrir durante el periodo
de secadoy que sean sensibles a la cloxacilina y ampicilina. Es ineficaz contra las pseudomonas,

enterobacter y proteus indol positivos.

La ampicilina aparece en la bilis, sufre circulacion enterohepatica y se excreta en parte de las
heces, sin embargo la mayor parte se excreta por los rifiones.

La formula molecular de la ampilicilina es C1sH19N3sO4S (anhidra) y su nombre quimico es acido
(2S, 5R, 6R)-6-[(R)-2-amino-2-fenilacetamido]-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo  [3.2.0]
heptano-2-carboxilico. Es un polvo cristalino, blanco, inodoro, poco soluble en agua y en metanol,
e insoluble en benceno, cloroformo y tetracloruro de carbono.

La estructura de la molécula de ampicilina se muestra en la Figura 4.

Figura 4. Molécula de ampicilina.

Amoxicilina

La amoxicilina es un antibiético semisintético derivado de la penicilina. Se trata de una
aminopenicilina. Fue aprobada por primera vez en 1987. Actua contra un amplio espectro de
microorganismos, tanto Gram-positivos como Gram-negativos. No es estable frente a B-
lactamasas, por lo que no debe usarse frente a infecciones por gérmenes productores de las
mismas. Sin embargo, hay preparados comerciales con la adicién de &acido clavulanico o
sulbactam, que aumentan su estabilidad y amplian su espectro en esos casos. Por esto se

emplea a menudo como primer medicamento en infecciones de diferente gravedad, tanto en

13
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medicina como en veterinaria. Se utiliza por via oral o parenteral, aunque la forma parenteral

(intramuscular o intravenosa) no esta aprobada en todos los paises.

La amoxicilina es una aminopenicilina analoga a la ampicilina, con igual espectro antibacteriano
y con mayor actividad contra determinadas especies microbianas, es empleada frecuentemente
en los tratamientos para mastitis en vacas lecheras y para el control y tratamiento de
enfermedades respiratorias, gastrointestinales, urogenitales e infecciones de piel y de tejidos
blandos en bovinos, cerdos y equinos. Es importante determinar el periodo de descarte en leche

para evitar riesgos toxicolégicos.

Como todas las penicilinas puede provocar reacciones alérgicas severas o efectos secundarios
como fiebre, nauseas, vomitos o diarrea.

La amoxicilina es un antibiético B—lactamico, con férmula molecular C16H1sN3sOsS (anhidra). Su
nombre quimico es: acido (2S, 5R, 6R)-6-[(R)-2-amino-2-(4-hidroxifenil) acetamido]-3,3-dimetil-
7-0x0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptano-2-carboxilico. Es un sdlido incoloro soluble en agua,
metanol y etanol. Es insoluble en hexano, benceno, acetato de etilo y acetonitrilo. Es estable en

disolucién acuosa, a valores de pH comprendidos entre 3,5 — 6,0.

La estructura de la molécula de amoxicilina se muestra en la Figura 5
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Figura 5. Molécula de amoxicilina.
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Oxacilina

Es un antibidtico bactericida de amplio espectro, principalmente con accién contra gérmenes
Gram-positivos, incluyendo cepas de estafilococo productoras de penicilinasas; es activo contra

la mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, S. pneumoniae
y estreptococo viridans.

Esta indicada en el tratamiento de infecciones respiratorias, genitourinarias, 6seas, articulares,

piel y tejidos blandos, ocasionadas por gérmenes susceptibles. Se emplea en animales
productores de leche en la terapia de secado y en el control de la mastitis.

La formula quimica es C19H1sNsNaOsS-H20 y su estructura se muestra en la Figura 6.

T
nl T
Wl T

/ \ N N—l/ S CHs
§ N — CH:
© CHs o// !
EOOH

Figura 6. Molécula de oxacilina
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Penicilina G (bencilpenicilina)

El término "penicilina" se usa a menudo en el sentido genérico para referirse a uno de los
compuestos de mas amplio espectro del grupo de las penicilinas en particular, penicilina G,

también conocido como bencilpenicilina.

La penicilina G suele ser administrada por via parenteral porque es inestable en el acido
clorhidrico del estbmago. Debido a que el farmaco se administra parenteralmente, se pueden
lograr altas concentraciones de penicilina G en tejidos con fenoximetilpenicilina. Estas

concentraciones mas altas se traducen en una mayor actividad antibacteriana.

Las indicaciones especificas para bencilpenicilina incluyen la celulitis, la endocarditis bacteriana,
la gonorrea, la meningitis, la neumonia por aspiracién, absceso de pulmén, la neumonia
adquirida en la comunidad, la sffilis y la septicemia en nifios. Se emplea en ganado vacuno,
ovino, bovino, equino y porcino para tratar patologias tales como septicemias, laringitis,
neumonias, bronconeumonias, nefritis, cistitis, metritis, adenitis equina, heridas infectadas, entre

otras patologias.

Su formula molecular es C1sH1sN204S (anhidra) y su nombre quimico: acido 4-tia-1-azabiciclo
(3.2.0) heptano-2-carboxilico,3,3-dimetil-7-oxo-6((fenilacetil)amino)-(2S-(2alfa, 5alfa, 6beta)). Es
soluble en agua, metanol, dioxano, dimetiformamida, dimetilsulféxido. Es poco soluble en

hexano, acetonitrilo y acetona e insoluble en tolueno, éter y cloroformo.

La estructura de la molécula de bencilpenicilina (penicilina G) se muestra en la Figura 7.

H
~r 5y }/
= O M - R
O -
o
o oOH

Figura 7. Molécula de bencilpenicilina (penicilina G)
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1.2. Antibiéticos macrolidos

Los antibiéticos macrolidos constituyen una familia de medicamentos naturales, semisintéticos y
sintéticos, cuya estructura esta caracterizada por la presencia de un gran anillo basico lacténico,
una macrolactona (que da nombre al grupo) de 12 a 23 atomos de carbono, al que se une un
azucar aminado mediante enlaces glucosidicos. Las diversas sustituciones en dicho anillo han
dado lugar a macroélidos de 14, 15 y 16 atomos de carbono. De ahi su clasificacion clinica mas

util, que se indica a continuacion:

- Macrolidos de 14 atomos

- Eritromicina, oleandomicina, esporeamicina (naturales)
- Claritromicina, roxitromicina, diritromicina, fluritromicina (semisintéticos)

- Macrdlidos de 15 atomos

- Azitromicina (semisintéticos)

- Macrolidos de 16 atomos
- Espiramicina, josamicina, midecamicina, kitasamicina (leucomicina), tilosina,
rosaramicina (naturales)

- Rokitamicina, miocamicina (semisintéticos)

Los macrdlidos son compuestos de caracter basico (son bases débiles), por la presencia de la
agrupacion dietilamino en el residuo de azucar, que les concede capacidad para formar sales.
Presentan poca solubilidad en agua, y tienen un aspecto cristalino e incoloro. Son estables en
disoluciones neutras, pero en medio acido se hidrolizan (por los enlaces glicosidicos) y en medio

basico se saponifican los enlaces de lactona.

Los antibiéticos macrodlidos han sido empleados en medicina y veterinaria desde su
descubrimiento en los afos 50. Han sido utilizados en la Unidbn Europea como promotores del
crecimientoen animales hasta el 1 de julio del afio 1999, cuando la legislacién prohibié el empleo
de tilosina (antibidtico utilizado en veterinaria, pero no en humanos) como promotor del

crecimiento, aunque continua utilizandose con fines terapéuticos.

Tradicionalmente se ha considerado a los macrdlidos como agentes bacteriostaticos, sin
embargo pueden actuar también como bactericidas, en altas concentraciones y contra
microorganismos susceptibles. Ejercen su actividad antimicrobiana al obstaculizar la via de
sintesis de proteinas en la bacteria, a nivel ribosémico, mediante la unién reversible a la
subunidad 50S de los ribosomas. Los macrélidos que disponen de 14 y 15 atomos de C

(eritromicina) se unen a la proteina L22 y actuan bloqueando el transporte del peptidil-RNA de
17
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transferencia desde el lado dador (locus P) al aceptor (locus A); los que presentan un anillo de
16 atomos (espiramicina) se unen ala proteina L27 e impiden la formacion de la cadena peptidica
mediante la inhibicién de la enzima que cataliza el enlace peptidico (peptidil transferasa). Este
mecanismo de accion es compartido por otros grupos de antibiéticos (por ejemplo, fenicoles o

lincosaminas), por lo que pueden interferir con la accion de estos antimicrobianos.

Su efecto bactericida esta relacionado con alteraciones de la pared celular provocadas por la
disregulacion de la sintesis proteica o la acumulacion toxica de aminoacil-ARN que induce la

activacion de autolisinas.

Son antibiéticos de medio espectro que presentan actividad frente a cocos Gram-positivos y
Gram-negativos, bacilos Gram-positivos y ciertos bacilos Gram-negativos como Haemophilus,
Bordetella, Pasteurella, Moraxella, Eikenella y Brucella. Son también activos sobre espiroquetas,
algunos protozoos y algunas especies de Rickettsia, frente a Chlamydia, Actinomyces y ciertas
especies de Mycoplasma, concretamente M. pneumoniae y Ureaplasma, pero no sobre M.
hominis. La eritromicina posee una actividad elevada frente a Streptococcus pyogenes y
Streptococcus pneumoniae, aunque en estos ultimos afos han ido apareciendo progresivamente

resistencias frente a este ultimo (Escolar, M. y cols. 1998).

La eritromicina es el antibiético macrdlido con el que se ha trabajado en el primer capitulo de

esta Tesis Doctoral, por lo que se tratara en detalle a continuacién.

Eritromicina

La eritromicina fue aislada por primera vez en el afio 1952 por Mc Guire, J. M y cols (1952) en
los productos metabdlicos de una cepa de Streptomyces erythreus obtenida en una muestra de
suelo recogida en el archipiélago filipino. Su estructura fue determinada en 1957 por Wiley, P. F
y cols (1957). La molécula de eritromicina consta de una lactona de 14 atomos de carbono,
denominada eritrondlido, al que se une un amino azucar, D-desosamina, en el C-5y un azucar
neutro en el C-3 (L-clanidosa 6 L-micarosa) como se muestra es la Figura 8. EI complejo de
eritromicina consta de seis moléculas denominadas eritromicina A, B, C, D, E y F. Excepto la
eritromicina E y F, el resto son intermediarios de la sintesis de eritromicina A, que es la forma

mas activa frente a patégenos comunes (Portillo, A. y col 2002).

La eritromicina es el antibidtico macrdlido mas antiguo y aun el mas importante, debido a que
constituye una util alternativa a la penicilina G. Es uno de los antibiéticos disponibles mas seguro.
Es el farmaco mas utilizado para las infecciones por Mycoplasma pneumoniae, neumonia y
difteria por Legionella, neumonia y conjuntivitis por Chlamydia trachomatis y para la angiomatosis
bacillar. Hasta 1997, era el antibidtico alternativo a la amoxicilina; sin embargo, en las ultimas

recomendaciones de la Sociedad América del Corazén la eritromicina ha sido reemplazada por
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los nuevos macrolidos azitromicina y claritromicina, cefalosporinas y clindamicina, debido a la
intolerancia de ésta y a la dificultad de monitorizacién (debido a los impredecibles niveles en
suero). (Omura, S. 2002). En la practica veterinaria esta indicada para los casos de infecciones
producidas por Staphylococus y Streptococus (como primera opcion) y Corynebacterium sp.

Mycoplasma sp. Escherichia Coli, Haemophylus sp.

La eritromicina se absorbe rapidamente (mejorandose la absorcion en ayunas) en la parte
superior del intestino delgado; penetra y difunde en casitodos los tejidos, excepto en el encéfalo
y liquido cefalorraquideo. Penetra al liquido prostatico y atraviesa la barrera placentaria,
encontrandose también en la leche materna, donde llega a concentraciones que son
aproximadamente el 50% de la plasmatica; sin embargo, no es teratégena y alcanza, ademas,
bajas concentraciones urinarias (2-5%). Se concentra fundamentalmente en el higado y se
excreta por la bilis (en concentraciones 10 veces mayores que las del plasma), aumentando su
concentracion de forma proporcional a las dosis administradas. La vida media normal es de 1,4
horas, pero las concentraciones en suero permanecen por 6 horas. La mayor parte de la droga

es inactivada por desmetilacion hepatica; no es eliminada por dialisis peritoneal ni por

hemodialisis.
@)
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Figura 8. Estructura quimica de la eritromicina

1.3 Usos y mecanismo de accién de los antibioticos

Los antibiéticos B-lactamicos, debido a su escasa toxicidad y amplio espectro de actividad, son
compuestos muy utiles en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Son agentes bactericidas
que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana e inducen ademas un efecto autolitico
(Marin, My col, 2003). Las vias de actuacion contra las bacterias sonlas siguientes: (a) inhibicion
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de la biosintesis de la pared celular; (b) inhibiciéon de la sintesis de proteinas; (c) inhibicion de la

sintesis de acido nucleico o (d) inhibicion de la biosintesis de acido félico (Talaro, Ky col 2002).

Las paredes celulares de la mayoria de las bacterias contienen un cinturén rigido de
peptidoglicano, el cual protege a la célula contra la ruptura desde medios ambientes hipoténicos.
Las células activas deben sintetizar constantemente nuevos peptidoglicanos y transportarlos a
un lugar adecuado en la cobertura de la célula. Los antibidticos B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas) se enlazan con las transpeptidasas, las enzimas requeridas para completar este
proceso, causando que la célula desarrolle puntos débiles en los sitios de crecimientoy se haga
fragil osmoticamente, por o que en circunstancias normales, la diferencia de presion osmética
dentro de la célula comparada con la exterior, destruye la célula, como se muestra en la Figura
9. Es esencial notar que la mayoria de estos antibiéticos son activos solo en células jévenes en
crecimiento, porque las células viejas inactivas o aletargadas no sintetizan el peptidoglicano

(Talaro, Ky col. 2002).
O #—— Peptidoglicano

Exposicion al antibidtico p-lactamico
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Figura 9. Consecuencias de la exposiciéon de una célula en crecimiento a antibiéticos B-lactamico.
Tomado de Talaro, K y col. (2002).
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La destruccién de la pared celular bacteriana se produce como consecuencia de la inhibicién de
la ultima etapa de la sintesis del peptidoglucano, este esta constituido por largas cadenas de
glucidos, formadas por la repeticion de moléculas acido N-acetilmuramicoy N-acetilglucosamina.
El acido muramicofija cadenas de tetrapéptidos que se unen entre si para formar una malla, bien
directamente, como en los Gram-negativos o mediante un pentapéptido de glicina como en los
Gram-positivos. Los B-lactamicos inhiben esta unién o transpeptidacion, que es la ultima etapa
de la sintesis de la pared celular. Debido a estola pared queda debilitada y puede romperse por
la presion osmatica intracelular. Es por esto que para que actuen los (3-lactamicos, las bacterias
deben encontrarse en la fase de multiplicacion, pues es en ese momento cuando se sintetiza la
pared celular. Las bacterias Gram positivas tienen una pared celular gruesa y compuesta
principalmente de dicha proteina, en cambio las bacterias gramnegativos tienen una pared mas
fina y compleja que consta de una membrana externa formada por lipidos y proteinas y de una
delgada capa de peptidoglucano.

El espectrode los B-lactamicos incluye bacterias Gram positivas, Gramnegativos y espiroquetas.
No son activos sobre los micoplasmas porque éstos carecen de pared celular, ni sobre bacterias
intracelulares como Chlamydiay Rickettsi. Alo largo de los afios, suespectro se ha ido ampliando
y se han incorporado nuevas moléculas que le dan mayor actividad frente a bacilos Gram-
negativos, sin embargo la aparicion de microorganismos resistentes a éstas ha limitado su

empleo y eficacia en casos especfficos.

Cuando los antibidticos B-lactamicos se administran de forma intravenosa, suelen alcanzar
rapidamente concentraciones plasmaticas elevadas. Poseen una amplia distribucion corporal,
con valores séricos y tisulares adecuados, incluyendo bilis y liquido sinovial. Como son
sustancias poco lipofilicas, su penetracién intracelular es escasa, no alcanzando casi nunca

concentraciones mayores del 25 — 50 % de las concentraciones plasmaticas.

El metabolismo de la mayoria de B-lactamicos es casinulo, manteniéndose en formaactiva hasta
su eliminacién renal, es por ello que estan indicados en las infecciones del tracto urinario. En
algunos preparados predomina la excrecion por via biliar (cefoperazona, ceftriaxona). Muy pocos
sufren metabolismo, como la desacetilacion (cefalotina, cefotaxima) o la inactivaciéon por las

hidroxipeptidasas renales (imipenem).

Con respecto a los antibiéticos macrolidos, éstos actuan al inhibir la sintesis proteica de los
microorganismos sensibles, uniéndose reversiblemente a la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano pero no a los ribosomas de células de mamiferos (Gaynor, M y col., 2003., Kannan,
Ky col. 2011) (Figura 10).
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Sintesis de proteinas en el Ribosoma bacteriano

Figura 10. Sintesis de proteinas en el Ribosoma 50S bacteriano

Son activos contra microorganismos Gram-positivos tanto cocos (excepto estafilococos
resistentes a meticiina y Enterococcus spp.) como bacilos (Clostridium perfringens,
Propionibacterium acnes, Corynebacterium diphteriae, Bacillus anthracis, Listeria, Rhodococcus
equii,  Lactobacillus,  Leuconostocy Pediococcus). Actuian también contra  algunos
microorganismos Gram-negativos (Moraxella spp., Bordetella pertussis, Campylobacter jejuni,
Neisseria spp., Haemophilus ducreyi, Gardnerella vaginalis), microorganismos de crecimiento
intracelular o yuxtacelular (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydiaspp., Legionella spp., Borrelia
burgdorferi, Coxiella burnetii), y algunos protozoos son moderadamente sensibles (Toxoplasma
gondii, Cryptosporidium y Plasmodium). La mayoria de los bacilos Gram-negativos (BGN),
incluidos algunos microorganismos anaerobios (Bacteroides spp. y Fusobacterium spp.), son
resistentes, entre otros motivos por impermeabilidad de la pared bacteriana a la difusién del

macrolido (Cobos-Trigueros, y cols 2009).

Se han observado algunos mecanismos de resistencia de los microorganismos a estos
antibidticos tales como impermeabilidad a la pared celular, inactivacion enzimatica bacteriana

hidrolizando el anillo lactonico y alteracion en el sitio de union del antibiético debido a mutaciones.

Los macrdlidos generalmente son bacteriostaticos, sin embargo pueden ser bactericidas,
dependiendo de factores tales como tipo de microorganismo, concentracion del antibidtico y

tiempo de exposicion.
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1.4 Reacciones adversas

Algunos de los antibiéticos B-lactamicos pueden dar reacciones adversas. Asi, por ejemplo, las
penicilinas poseen menor toxicidad que cualquier otra droga. El efecto colateral mas importante
consiste en las reacciones de hipersensibilidad, que es el efecto adverso mas frecuente y hace

que las penicilinas sean la causa mas comun de alergia por drogas.

Las manifestaciones alérgicas incluyen rash maculopapular o urticarial, fiebre, broncoespasmo,

enfermedad del suero, dermatitis exfoliativa, anafilaxia.

Lo mas frecuente es la irritacién local y el dolor en el sitio de la inyeccion. Si las concentraciones
son muy altas puede dar tromboflebitis. Grandes dosis via oral pueden dar trastornos
gastrointestinales (diarrea, nauseas, vomitos) que son mas frecuentes en las penicilinas de

amplio espectro.

La meticiclina puede causar nefritis, la carbenicilina puede causar alcalosis hipo-potasémica y
aumento de transaminasas en plasma. La ampicilina causa frecuentemente exantemas de

naturaleza no alérgica.

Con relacion a los macrdlidos, por lo general son relativamente atoxicos, en ocasiones, los
pacientes tratados con eritromicina presentan trastornos digestivos, nauseas, vémitos, anorexia,

meteorismo, dolor epigastrico y diarreas.

La claditromicina, causa ocasionalmente nauseas, diarreas, dolor abdominal y cefalea y no debe

indicarse en pacientes embarazadas.

La azitromicinapuede causarintolerancia gastrointestinal y se ha observado erupciones, ictericia

colestatica y anomalias en las pruebas de funcion hepatica.

2. Problematica del uso de los antibiéticos en veterinaria

Los antibidticos comenzaron a utilizarse en veterinaria después de haber sido probada su eficacia
en la salud humana. Se emplean en el tratamiento de los animales productores de alimentos
para tratar o para prevenir las enfermedades. Asi, durante anos, los antibiéticos se han utilizado
a nivel mundial para el tratamiento de animales enfermos. Generalmente, en produccion animal
se coloca a un gran numero de ellos en espacios reducidos, bien sea por razones
medioambientales o econdmicas. Por ello, cuando un animal se enferma puede contagiar
rapidamente a todos los animales cercanos a él, ocasionando serios problemas en la
productividad, por lo que a menudo es mas eficaz tratar a grupos enteros de animales,

medicandolos a través del alimento o del agua (Knobler, S. 2003).
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Una vez aplicado el medicamento y haberse curado el animal o grupo de animales, es necesario
que se espere un tiempo determinado para poder destinar sus productos al consumo humano,
conocido como periodo de supresion. Generalmente, el periodo de supresion para los animales
productores de alimentos no debera ser inferior a siete dias para los huevos y la leche, 28 dias
para las carnes de aves de corral y mamiferos, grasa y menudillos incluidos, y 500 grados/dia
para las carnes de pescado (p.ej si la temperatura media del agua es de 10 °C, el tiempo de
espera sera al menos de 50 dias) (RD 109/1995 del 27 de enero). Este periodo puede cambiar

si el medicamento veterinario lo indica especificamente para las especies que trate.

Dado que la gran variedad de antibioticos existentes en la actualidad permite el tratamiento de
infecciones bacterianas tanto de animales como de humanos, es necesario que se cumpla
rigurosamente el periodo de supresion del medicamento en los animales productores de

alimentos, para evitar asi que los humanos ingieran el medicamento o sus metabolitos.

Uno de los problemas fundamentales del empleo de antibiéticos en veterinaria es su uso a nivel
subterapéutico (promocion de crecimiento, eficacia alimentaria y uso profilactico). En los afios 40
se descubrioé que bajas concentraciones de antibidticos podian mejorar el indice de crecimiento
en animales domésticos, y a partir de entonces, diversos compuestos antibacterianos se han

venido utilizando ampliamente como promotores del crecimiento en produccién animal.

Los antibiéticos utilizados como promotores del crecimiento actian modificando cuantitativa y
cualitativamente la microflora intestinal, provocando una disminucién de los microorganismos
causantes de enfermedades subclinicas. También reducen la concentracién de substancias
toxicas que retardan el crecimiento y disminuyen la destrucciony competencia por nutrientes en
el tracto gastrointestinal entre el huésped y la flora normal. Como consecuenciade ellas, hay una
mejora en la productividad y una reduccién en la mortalidad de los animales. (Torres, C y cols,,
2004, Prescott, J. y cols., 2000).

Los antibiéticos promotores del crecimiento se adicionan por lo general en el pienso de los pollos,
pavos, cerdos y ganado vacuno en bajas concentraciones que se encuentran en un rango entre

2,5y 125 mg Kg* de pienso dependiendo del agente y de las especies tratadas.

Torres, C., y col. (2002), sefalan que debido a que a mediados de la década de los noventa se
observaron cepas de microorganismos resistentes a diversos antibiéticos, la Unidon Europea
decidid en 1999 prohibir el uso de espiramicina, tilosina, virginiamicina y bacitracina, y continuar
con la prohibicién de la avoparcina, quedando disponibles como promotores de crecimiento la
avilamicina, el flavofosfolipol, la monensina sddica y la salinomicina. Sin embargo, estos
investigadores sefialan que en Estados Unidos estan autorizados como promotores del

crecimiento, antibidticos que son utilizados en humanos como la penicilina, clortetraciclina,
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eritromicina, estreptomicina, bacitracina y espectinomicina, y antibiéticos con estructuras

similares a otros usados en humanos como la tilosina y virginiamicina.

A partir de enero de 2006 la Unidon Europea prohibio el uso en alimentacion animal de antibiéticos
promotores de crecimiento y solo esta permitido afiadirlos en los piensos con propdsitos
veterinarios. En Estados Unidos, el uso de antibiéticos aun esta aprobado y regulado de acuerdo
a la Food and Drug Administration (FDA), sin embargo la Veterinary Feed Directive (VFD)
aprobada el 2 de junio del 2015, describe el proceso de autorizacion de uso de drogas VFD
(medicamentos para animales destinados a ser utilizados en o sobre los piensos que requieren
la supervision de un veterinario con licencia). Ademas proporciona a los veterinarios en todos los
estados un marco para la autorizacién del uso de antimicrobianos de importancia médica en la
alimentacion cuando sea necesario para los fines especificos de salud animal. Este hecho es
precisamente lo que hace que su uso en alimentos para animales este causando que los seres
humanos desarrollen enfermedades bacteriales e infecciones que no son tratables por los
antibiéticos comunes porque sus células han mutado para hacerse resistentes a los efectos de
los antibidticos (Doyle, M. E. 2001).

El uso de antibiéticos como promotores del crecimiento en Venezuela es bastante extendido, en
un estudio efectuado por Molero-Saras, G. y cols (2007), evaluaron residuos de enrofloxacina en
canales de pollos procedentes de cuatro plantas beneficiadoras en el Municipio San Francisco,
ubicado en el Estado Zulia y encontraron un uso generalizado de antibiéticos y una preferencia
por la enrofloxacina (51%). Esto es debido a su supuesta doble accion profilactica (promotor de

crecimiento) y terapéutica.

También encontraron niveles importantes de los metabolitos (enrofloxacina y ciprofloxacina) en
dos de las cuatro plantas estudiadas, lo que sugiere el incumplimiento del tiempo de retiro del
medicamento, previa salida de las aves al matadero. Por otra parte, Rios-Fuenmayor, G.y cols
(1992) hicieron un estudio para evaluar el uso de antimicrobiales tales como Lincospectin,
Mecadox, Olaquindox y CSP-250 como promotores del crecimiento en cerdos de las razas
Yorkshire y Landrace, para evaluar la tasa de crecimiento, y caracteristicas cuantitativas y
cualitativas del canal. Como resultado, encontraron que el grado de marmorizacion fue menor
para las hembras, las cuales obtuvieron mayores pesos y rendimientos en cortes magros y menor

porcentaje de recortes de grasa.

Con relacioén ala alimentacion de terneros, Hernandez, J. y cols (2007), estudiaron terneros para
evaluar “in vivo” las repercusiones que tiene la adicion de malato sddico sobre parametros del
medio interno, comparandolos con los resultados obtenidos al aplicar monensina sédica. Los
autores encontraron que la utilizacion de malato sédico como alternativa a la monensina en

raciones de terneros cuya base alimenticia es el alto consumo de pienso, se presenta como una
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buena opcién ante la futura prohibicion del uso de los antibidticos, aun cuando sefialan que se

requieren mayores estudios.

2.1. Antibioticos en la leche

Los antibioticos representan el grupo mas importante de factores inhibitorios externos en la leche.
En la produccion intensiva de ganado lechero, el problema que mayores pérdidas econémicas
produce es la mastitis, la cual es una enfermedad que algunos investigadores definen como un
sindrome de etiologia multifactorial, en la que estan involucrados factores de higiene, manejo,
prevencion y sanidad. A pesar de los grandes avances tecnolégicos en la industria lechera, y aun
en las explotaciones con mayor tecnologia e incluso en hatos donde se han logrado controlar
microorganismos patdégenos contagiosos causantes de mastitis, se presenta esta enfermedad.
Este problema se hace mas complejo debido a que las bacterias involucradas han desarrollado
resistencia contra algunos de los tratamientos y el uso de los antibidticos esta sujeto a

restricciones oficiales.

La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria, y las principales causas de la enfermedad
son la infeccidn por bacterias invasoras u otros microorganismos (hongos y virus), a pesar de
que el estrés y las lesiones fisicas pueden causar la inflamacién de la glandula. Entre las
bacterias que pueden causar mastitis, se encuentra el Streptococcus agalactiae, sensible a
antibidticos penicilinicos.

El objetivo de la terapia contra la mastitis es curar rapidamente la enfermedad, evitar el dafio a
la glandula y la diseminacion de la infeccion, asi como permitir la venta de leche libre de residuos.
Se debe respetar estrictamente el tiempo de retiro de la leche para cada antibiético, los cuales

deberan estimarse para cada presentacién comercial.

Las cualidades nutritivas de la leche y de los productos lacteos son ampliamente conocidas pero,
desde su sintesis en la glandula mamariahasta su llegada al consumidor, estas cualidades estan
sometidas a un gran numero de riesgos que hacen peligrar la calidad original. Entre los aditivos

alimentarios se encuentran los antibiéticos en la categoria de conservadores.

Entre los antibidticos utilizados en los alimentos de origen lacteo, se encuentran: la nisina (usada
en la conservacion de quesos procesados), la cual destruye la membrana citoplasmatica de

Clostridium y bacterias butiricas, y la piramicina (empleada en la recubierta de quesos).

Para evitar que los antibiticos o sus metabolitos lleguen al consumidor, existen normativas de
supresion del medicamento en los animales antes de la obtencién de la leche. En el Manual
Merck de Veterinaria (2000), se indican diferentes periodos de supresion del farmaco y de
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descarte de la leche para algunos antibidticos B-lactamicos, sefialando que éstos varian

dependiendo de la especie animal y del antibidtico.

2.2. Consecuencias del uso de antibiéticos en animales.

El uso de antibidticos en animales destinados al consumo humano, proporciona beneficios al
consumidor, pues es posible encontrar mas faciimente proteinas de origen animal para su
alimentacion. No obstante, es posible que residuos de estos farmacos o sus metabolitos no sean
eliminados del animal o de sus subproductos, y pasen a los seres humanos. Por otra parte, estos
antibiéticos pueden verterse sin control como sustancias de desecho de las granjas agricolas y

ganaderas, lo que ocasionaria problemas de contaminacion ambiental.
Dentro de las consecuencias indeseables se pueden citar:

¢ Desencadenamiento de procesos alérgicos

¢ Reacciones de hipersensibilidad

e Cambios en el comportamiento de la flora gastrointestinal

e Reduccion en la sintesis de vitaminas en el hombre asi como efectos téxicos directos

¢ Residuos de antibiéticos en concentraciones superiores a los limites permitidos, los
cuales pueden dar lugar a problemas legales

¢ Imposibilidad de producir derivados lacteos debido a la inhibicién de los procesos de
fermentacion por los antibiéticos, interfiriendo en cultivos iniciadores de derivados
lacteos, como por ejemplo en la fabricacién de quesos y de yogurt

¢ Desarrollo de microorganismos patdgenos resistentes

e Desarrollo de resistencias bacterianas tanto en los animales como en el hombre

e Problemas de contaminacion ambiental.

La industria lechera debe ofrecer al consumidor un producto en 6ptimas condiciones de calidad,
en tal sentido que la leche destinada al consumo humano debe estar libre de cualquier tipo de

alteracion, adulteracién y contaminacion.

2.3. Legislacion

Los residuos de medicamentos en leche han originado discusiones relacionadas con la
legislacién sanitaria de los alimentos. Organismos internacionales tales comola FAO (Organismo
de las Naciones Unidas para la Alimentacion) y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), han
establecido limites maximos de residuos (MRL, Maximun Residues Limit) de medicamentos
presentes en la leche, con el proposito de evitar que se comercialice leche contaminada con

estos compuestos en concentraciones mayores a las permitidas.
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Enla Tabla 2 se presentan los valores de MRL establecidos por la regulacién de la Unién Europea
EU N° 37/2010 para algunos de los antibiéticos B-lactamicos y macrélidos mas utilizados, tanto

en leche como en otros tejidos.

Tabla 2. Antibiéticos beta-lactamicos y macroélidos usados en el ganado lechero (vaca, cabra, oweja) y sus
limites maximos de residuos segun la regulacion de la Unién Europea EU N° 37/2010

MRL (pg Kg') *
Sustancia
;acrtri'r\!;cologlcamente Leche Musculo Grasa Higado Rinén
(todas las | (todas las | (todas las | (todas las | (todas las
especies) especies) especies) especies) especies)
Antibiéticos beta-lactamicos
Ampicilina 4 50 50 50 50
Amoxicilina 4 50 50 50 50
Bencilpenicilina 4 50 50 50 50
(Penicilina G)
Cefapirina  (suma de 50 50 - 100
cefapirina y 60
desacetilcefapirina)
(Solo Bovinos)
Cefalexina 100 200 200 200 1000
(Solo Bovinos)
Cloxacilina 30 300 300 300 300
Dicloxacilina 30 300 300 300 300
Oxacilina 30 300 300 300 300
Antibiéticos macroélidos
Eritromicina 40 200 200 200 200
Espiramicina (suma de 200 300 300 300
espiramicina 200
neoespiramicina) (Solo
Bovinos)
Tilmicosina 50 50 50 1000 1000
Tilosina 50 100 100 100 100

* Cantidades maximas (MRL) de antiinfectivos permitidos en leche, musculo, grasa, higado y rifidn

En Venezuela, la COmisiéon VEnezolana de Normas INdustriales (COVENIN), creada en 1958,
es el organismo encargado de programar y coordinar las actividades de normalizacién y calidad
para la industria. Para llevar a cabo el trabajo de elaboracion de normas, la COVENIN constituye
Comités y Comisiones Técnicas de Normalizacién, donde participan organizaciones

gubernamentales y no-gubernamentales.

En lo referente a la leche, la Norma venezolana COVENIN 903-93 define la leche cruda o “leche”

sin otro calificativo, como “producto integro, normal y fresco obtenido del ordefio higiénico e
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ininterrumpido de vacas sanas. Debera estar limpia y libre de materias o sustancias ajenas a su

naturaleza tales como conservadores y colorantes”.

Con relacion a las sustancias conservadoras, la Norma venezolana COVENIN 1200-81, las
define como “aquellas tales como antisépticos, anti fermentadores, antibidticos bactericidas,
preservativos, inhibidores, neutralizantes, etc., que tienen por finalidad conservar los alimentos,
es decir impedir alteraciones (fermentacion, enmohecimiento, putrefaccion, etc.)’. En la Norma
venezolana COVENIN 903-93 (LECHE CRUDA), se establece que la determinacién de las
sustancias conservadoras en la leche debe realizarse segun la Norma Venezolana COVENIN

1200, y que dichas sustancias deben dar un resultado negativo en el analisis.

3. Polimeros de Impronta Molecular (MIPs)

Una tecnologia emergente llamada impresiéon molecular, conduce a la elaboracion de polimeros
sintéticos altamente estables, llamados polimeros de impronta molecular (MIPs, Molecularly
Imprinted Polymers), que poseen propiedades de reconocimiento molecular selectivo debido a
que los sitios de reconocimiento dentro de la matriz del polimero son complementarios al analito
en la forma y posicion de los grupos funcionales. Algunos de estos polimeros, tienen altas
selectividades y constantes de afinidad, comparables con los sistemas de reconocimiento que
ocurren naturalmente tales como anticuerpos monoclonales o receptores, los cuales los hacen
especialmente adecuados como constituyentes en sensores quimicos (biomiméticos) para la

Quimica Analitica.

El reconocimiento molecular entre un receptor (anfitrion) y un sustrato (invitado) en una matriz
conteniendo moléculas relacionadas estructuralmente requiere discriminacion y enlazamiento;
esto puede ocurrir solamente si los sitios enlazantes del anfitrion y las moléculas invitadas se
complementan unas con otras en tamafio, forma, y funcionalidad quimica. Los sistemas
bioldgicos, tales como enzima-sustrato, anticuerpo-antigeno, y sistemas de hormona-receptor,
demuestran propiedades de reconocimiento molecular que se han desarrollado por seleccion

natural.

La impresién molecular es un método poderoso para preparar sitios de reconocimiento sintético
con selectividad predeterminada para varias sustancias. En los ultimos afios el avance que ha
experimentado esta tecnologia ha sido muy grande, y se han publicado numerosos estudios

utilizandolos con diferentes propdsitos.
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3.1 Sintesis de polimeros de impronta molecular.

La técnica de impronta molecular se basa en la sintesis de polimeros estables con propiedades
de reconocimiento molecular hacia los compuestos para los cuales fueron generados. Para ello,
es necesarioque la polimerizacion se lleve a cabo en presencia del analito que se va a determinar
(analito plantila o molécula molde). Posteriormente, estos polimeros se utilizan para la
separacién de dicho analito y compuestos similares de una mezcla mas o menos compleja de
sustancias. Dicho reconocimiento se basa en la creacion, durante el proceso de polimerizacion,
de cavidades que son complementarias, en tamafo y forma, al analito plantilla (Piletsky, S.A. y
col., 2002).

En términos generales, la técnica de impresion molecular se basa en la preparacion de un
polimero altamente entrecruzado alrededor de un analito plantilla. Para ello, se pone inicialmente
en contacto un mondmero adecuado y el analito con el fin de formar un complejo de pre-
polimerizacion, al que posteriormente se le afiade el entrecruzante, el iniciador y el disolvente
(porogen) con el que se lleva a cabo la polimerizacién. Una vez obtenido el polimero, se extrae

el analito plantilla, liberando los sitios de reconocimiento especifico.

Entre los pardmetros a optimizar en la sintesis de los polimeros generados por impresion
molecular se encuentran: seleccion de la naturaleza y cantidad de mondmero, iniciador,
entrecruzante y porogen, la forma de iniciacion de la polimerizacion, la metodologia empleada
asi como la forma y el tamafo del analito plantilla, etc., que se trataran en los siguientes

apartados.

Moléculas molde o template

Existe una amplia variedad de compuestos que pueden ser utilizados en la preparacion de un
MIP; moléculas tales comodrogas, aminoacidos, carbohidratos, proteinas, hormonas, pesticidas,
antibiéticos, entre otros, han sido utilizadas exitosamente para la preparaciéon de matrices de

reconocimiento selectivo.

Mondémeros funcionales

La seleccion del mondémero mas adecuado se debe realizar en funcion de las caracteristicas y
grupos funcionales del analito, con el que se debe formar un complejo de pre-polimerizacion
estable. Ademas, es deseable que entre el analito y el monémero se den interacciones
complementarias que aumenten la afinidad y la selectividad de las cavidades generadas
(Sellergen, B., 2001).
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Los mondmeros funcionales tipicos usados en la preparacion de MIPs son los acidos carboxilicos
(&cido acrilico, acido metacrilico, acido 4-vinilbenzoico), los acidos sulfénicos (acido 2-acrilamido-
2-metil-1-propanosulfénico) y bases heteroarométicas débiles (2-vinilpiridina, 4-vinilpiridina, 1-
vinilimidazol). Estos se presentan en la Figura 11.

A coon )\coou Z

Acido acrilico Acido metacrilico COOH

Acido 4-vinilbenzoico

H
.«/’\n’N\I/\sc:-;H 2 A
o /"

—
Acido 2- acrilamido-2-metil-1-propano {vinilimidazol
sulfénico
AN “ 7 |
"'--. | N
2-vinilpiridina 4-vinilpiridina

Figura 11. Mondmeros funcionales tipicos.

Para interacciones quelatantes de metales, se usa comunmente un derivado del acido
iminodiacético. Otra posibilidad que ha sido utilizada es la de los polimeros preparados con una

estrategia basada en polisiloxano, usando varios silanos como mondémeros.

Entrecruzante

La selectividad esta altamente afectada por el tipo y cantidad de agente entrecruzante usado en
la sintesis del polimero impreso. El entrecruzante es el responsable de la generacion del polimero
tridimensional, asi como de la estabilizacién de los sitios de enlazamiento, y de proporcionarle la
estabilidad mecanica a la matriz del polimero (Yan, H y col., 2006).

A pesar de existir un alto grado de agentes entrecruzantes, solo un numero limitado de ellos son
utilizados; la solubilidad del entrecruzante por si mismo en la solucién prepolimérica y la

solubilidad de la especie molde monomerizada reduce el numero de posibles alternativas.

31



INTRODUCCION

Entre los entrecruzantes mas utilizados se destacan el etilenglicol dimetacrilato, el 4-
divinilbenceno, el trietilenglicol dimetacrilato, el trimetilolpropano trimetacrilato, el metilen-bis-

acrilamida, el etilen-bis-acrilamida, entre otros (Figura 12).

0 0 ~
.-uk ~ ,”. ﬁJ sz o CH,
H’ "NHNH H'|“ Hjc"']-["" "‘o"""'“'h-"'o""n"' TCHg ,” . _NH ,|
CH, CH, CH, 0 ™ 70
CHa Q
Metilen-bis-acrilamida Etilenglicol dimetacrilato Etilen-bis-acrilamida

o
Hals J 4} 0, ” & e
I i e T,

Trimetilolpropano frimetacrilato ~ Trietilenglicol dimetacrilato 4-divinilbenceno

Figura 12. Entrecruzantes cominmente empleados en la sintesis de polimeros de impronta molecular

Iniciador

Entre las moléculas iniciadoras, se utilizan entre otras el peroxido de benzoilo (PB), el
azobisisobutironitrilo (AIBN), el perdxido de hidrogeno, el perdxido de acetilo, el peroxido de
laurilo y el t-butil peracetato, en funcién del método de iniciacion empleado, radiacion ultravioleta
0 por accion del calor.

Disolvente porogénico o porogen

El disolvente porogénico juega un papel importante durante el proceso de impresion molecular
gobernando la fuerza de las interacciones no-covalentes aunado a su influencia en la morfologia

del polimero.

El porogen debe cumplir con ciertos requisitos: en primer lugar, la molécula molde, el iniciador,
el monémerofuncional y el entrecruzante deben ser solubles en el solvente porogénico. Ademas,
éste debe ser capaz de producir grandes poros para asegurar las buenas propiedades de
intercambio del polimero resultante. Por ultimo, el disolvente porogénico debe ser de baja
polaridad, para reducir las interferencias durante la formacion del complejo entre la molécula a

imprimir y el monémero, para que exista una alta selectividad del polimero.

Se puede asumir que mientras mas polar sea el porégeno, mas débil se hace el efecto de
reconocimiento resultante como consecuencia de la influencia de la polaridad del solvente sobre
las interacciones no covalentes. Los pordgenos con los cuales se obtiene la mejor impresion,

son aquellos de muy baja constante dieléctrica, tales como el tolueno y el diclorometano. Por
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otra parte, también el porégeno influencia la estructura de los polimeros preparados, siendo el
tamario del poro dependiente del tipo de porégeno utilizado. Por ejemplo, el acetonitrilo, con una
constante dieléctrica de € =36, conduce a polimeros con un mayor numero de macroporos que

el cloroformo que tiene una constante dieléctrica de € =5.

3.2 Proceso de preparacion de los MIPs

La preparacién de un material molecularmente impreso involucra tres pasos principales (van

Nostrum, C. 2005., Komiyama, M y cols 2003., Yan, H y col. 2006), los cuales se muestran en

la Figura 13.
V'S =
Pre-polimerizacién (a) (b) (c)

Figura 13. Principales pasos inwlucrados en la preparacion de un polimero de impronta molecular.

En el paso (a) se realiza la mezcla o enlazamiento de uno o varios mondémeros funcionales con
la molécula molde o template (en anaranjado) en una cantidad adecuada de solvente o liquido
de dispersion. En este paso se forma o bien un conjugado covalente (impresion covalente) o un

agregado no covalente (impresion no covalente).

Posteriormente, en el paso (b) se efectua la polimerizacion del monémero en presencia de un
entrecruzante para preparar una red del polimero en la cual los mondmeros funcionales se fijan

alrededor de la molécula molde.

Por ultimo en el paso (c) se procede a la eliminacion de la molécula molde del sdlido.

Como se describié anteriormente, el método de impresion molecular dependera de la naturaleza
del agregado formado entre el mondmero funcional y el template (0 molécula molde). A
continuacion se describen el modelo de impresion covalente y el modelo de impresién no

covalente.

Impresién covalente

En este modelo la molécula molde se enlaza al mondémero funcional por medio de enlaces
covalentes. Una vez formado el polimero, se rompe el enlace covalente y se elimina la molécula

molde, tal como se muestra en la Figura 14.
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Pre-polimerizacion El monomero funcional y el Polimerizacion Después de la
template (o molécula molde) polimerizacion
se enlazan cada uno por el enlace covalente se
medio de rompe y
enlaces covalentes el template es removido

del polimero

Figura 14. Modelo de impresién covalente

Los enlaces posteriores del analito al polimero impreso son los mismos enlaces covalentes.

Entre las ventajas de este tipo de impresion se encuentra que los conjugados monomero-
template (0o molécula molde) son estables, se puede controlar la estequiometria de la reaccion,
y debido a la estabilidad de los conjugados formados por enlaces covalentes, pueden emplearse
en una amplia variedad de condiciones de polimerizacion tales como alta temperatura, alto o bajo
pH, y disolventes altamente polares. Mientras que entre las desventajas se encuentra lo dificil de
la sintesis del conjugado mondmero-template, la limitacion del numero de enlaces covalentes
reversibles disponibles, la dificultad de extraccion del analito que en ocasiones requiere
condiciones severas que pueden afectar la estructura del polimero, y el lento enlazamiento entre
el analito y el polimero y su posterior extraccion, ya que estan involucrados la formacion y ruptura

de enlaces covalentes.

Impresién no covalente

En este modelo, para conectar un monémero funcional con un template, se utilizan interacciones
no covalentes, tales como enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas y formacion de
enlaces de coordinacion. De esta forma el agregado puede obtenerse in situ simplemente por
adicién de los componentes a la mezcla de reaccion. Después de la polimerizacion, se elimina
la molécula molde extrayéndola del polimero con el solvente apropiado. Los enlaces posteriores

del analito con el polimero ocurren mediante interacciones no covalentes.

En la Figura 15, se muestra el modelo de impresion no covalente.
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Pre-polimerizacion El monémero funcional y el Polimerizacion Después de la
template (o molécula molde) se polimerizacion
conectan por interacciones no el enlace covalente se
covalentes tales como puentes de rompe y
hidrégeno, interacciones el template es removido
electrostaticas y formacion de del polimero con
enlaces de coordinacién disolventes apropiados

Figura 15. Modelo de impresién no covalente

Las ventajas del modelo no-covalente es que no se necesita sintetizar un conjugado covalente
monomero —template (0 molécula molde). Este molde es eliminado facilmente del polimero bajo
condiciones suaves debido a que las interacciones no covalentes son enlaces débiles. Asi
mismo, ocurre un rapido enlazamiento entre el analito y el polimero y su posterior extraccion.
Por otra parte, entre sus desventajas se encuentra que las condiciones de polimerizacién deben
ser escogidas cuidadosamente para maximizar la formacién del agregado no covalente en las
mezclas, y que la existencia de un gran exceso de monoémeros funcionales (para desplazar el
equilibrio y formar un agregado) frecuentemente proporciona sitios de enlazamiento no

especfficos, disminuyendo la selectividad del enlazamiento.

En general la impresion no covalente es mas facil de lograr y es aplicable a un amplio espectro
de templates o moléculas molde, sin embargo, la impresion covalente es usualmente superior.
La eleccion de uno de los dos métodos depende de la necesidad y situaciones de operacion,
tales como el tipo de compuesto a imprimir, la selectividad requerida del mismo, el coste y el

tiempo requerido para la preparacion.

3.3 Mecanismo de la polimerizacién

La polimerizacion implica la adicion de radicales libres al doble enlace del monémeroy se lleva
a cabo mediante tres etapas bien diferenciadas: iniciacién, propagacion y terminacién. (Ldpez,
F. 2004)

Iniciaciéon
Esta fase involucra la creacion del centro activo del radical libre y normalmente tiene lugar en

dos pasos. El primero es la formacion de radicales libres a partir del iniciador y el segundo es la

adicidon de uno de estos radicales libres a una molécula del monémero:
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kd
_ nRe
ki
Re+ M _— RMe

Donde | representa el iniciador, Re al radical libre formado en la descomposicién del primero, M
el monémero y, kd y ki las constantes de descomposicion del iniciador y de iniciacion

respectivamente.

Los radicales se pueden generar mediante la descomposicion térmica o fotoquimica de
sustancias como peréxido de benzoilo (PB), azobisisobutironitrilo (AIBN), peroxido de benzoilo
(Barson, Cy cols 1998), ozonatos de alquenos (Cuniliffe, D y cols 2001), ion ferroso en conjunto
con peroxido de hidrogeno (Poornanadhan, A y cols, 1993), peréxido de hidrogeno en conjunto
con hidrocloruro de hidroxilamina (Kay, T y col. 1983), peroxido de hidrégeno (Gity Mir Mohamad
Sadeghi, y cols. 2003., Singh, A., y cols. 2000., Uma Sankar N y col. 1955), tal como se muestra

a continuacion:

I _— 2 Re

H

|
Re + CH:=CHX —————» RCH:Ce

|
X
Propagacion

En esta etapa se van anadiendo moléculas de mondmero al monémero radical formado en la

etapa de la iniciacién y la cadena va creciendo tal como se indica:

Me+M _Kp 5 Mo

M2e + M Kp M3e

M3e + M Ko > Mde
_—

Mne + M Kp ‘Mn+1e

Siendo Kp la constante de propagacion.

Terminacion

En esta etapa se termina el crecimiento de la cadena del polimero. Los dos mecanismos mas

comunes de la terminacion implican la reaccion bimolecular de las cadenas crecientes del
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polimero. La combinacion involucra el acoplamiento de dos cadenas crecientes para formar una
sola molécula de polimero.

W CH,-CH HC-CH,mW —»  MWCH,-CH - HC- CHAW
| | | |
y y y Y

Alternativamente un atomo de hidrégeno puede ser abstraido de una cadena creciente por otro

en una reaccion conocida como desproporcion.

MCH,-CH +  HC-CHymv —— MWCHy-CH, + HC=CH M
| | | |
y y y y

Asi se forman dos tipos de moléculas, una con un extremo saturado y la otra con un extremo
insaturado; en este caso las cadenas tienen moléculas con fragmentos iniciadores solamente en
un extremo, mientras la combinaciéon da como resultado moléculas con fragmentos iniciadores
en ambos extremos.

En general ocurren ambos tipos de reacciones de terminacion pero en diferentes magnitudes,

dependiendo del mondémero y de las condiciones de polimerizacion.

Para evitar la terminacién prematura de la reaccién, ocasionada por el oxigeno disuelto en el
sistema, se purga la mezcla de polimerizacién con nitrégeno, helio o argon.

3.4 Caracterizacion de los polimeros de impronta molecular

Los polimeros de impronta molecular son sdlidos amorfos, de gran diversidad estructural,
quimicamente homogéneos e insolubles. La aplicacién adecuada de estos polimeros requiere
de una caracterizacion precisa de sus propiedades superficiales y estructurales. (Cheremisinoff,
N. 1996, Painter, Py cols 1996, Campbell, D. y cols., 2000., Seymour, R. y col., 2002)

Caracterizacion quimica

Dentro de la caracterizacién quimica se encuentra: el analisis elemental, empleado para conocer
en el polimero el porcentaje en masa de Carbono, Hidrogeno, Nitrogeno, Azufre, y otros
elementos; la espectroscopia de adsorcion Ultravioleta-Visible (UV-Vis), utilizada para conocer

la relacion estequiométrica de mondémeros-molécula molde y el efecto que produce la adicion de
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entrecruzante en la etapa de prepolimerizacion; la espectroscopia de infrarrojo con transformada
de Fourier (FT-IR), que proporciona informacion cualitativa sobre la composicion del polimero de
impronta molecular, como por ejemplo, los grupos funcionales, asi como la existencia de
interacciones no-covalentes, comolos puentes de hidrogeno y la Resonancia Magnética Nuclear
(RMN), que proporciona informacion sobre los distintos carbonos presentes en la red polimérica
y determina el numero de dobles enlaces que quedan sin reaccionar en el polimero (grado de
curacion), asi mismo se obtiene informacién de la mezcla de prepolimerizaciéon, sobre la

estabilidad de los complejos monémero-molécula molde formados.

El empleo de la espectroscopialR, permite identificar de una manera rapida y facil los principales
componentes de un compuesto organico (/rvin, J y col., 1996; Allinger, M y cols, 1984, Morrison,
Ry col., 1998), pues indica los diversos grupos funcionales que se encuentran en la molécula.

De esta manera ayuda a conocer la estructura de un nuevo compuesto.

Al analizar por espectroscopia IR a los MIPs, se comparan las estructuras de los monémeros
funcionales, los entrecruzantes, las moléculas molde, los polimeros de impronta molecular (tanto
a los que se les ha extraido la molécula molde como alos que no), y a los polimeros no impresos
(Van, Xy cols, 2009; Santos y cols, 2009; Zakaria, N y cols, 2009, Rong, F y cols, 2006; Songjun,
Li y cols, 2008; Philip, J y cols, 2007; Liu, Z y cols, 2010) y los diversos grupos funcionales

presentes en las matrices poliméricas.

Los polimeros de impronta molecular utilizados en este trabajo de investigacion fueron
caracterizados utilizando la espectroscopia IR con transformada de Fourier. Con relacién al
analisis espectroscoépico cabe senalar que la region del infrarrojo estda comprendida entre las
longitudes de onda de 700 a 10° nm, y tanto por razones instrumentales como por las
caracteristicas de interaccion con la materia, esta regién se divide en tres zonas: la NIR, (Near
InfraRed) comprendida entre 700 y 2500 nm, que corresponde al infrarrojo cercano; la MIR,
(Middle InfraRed), que va desde 2550 a 50000 nm, que corresponde al infrarrojo medio y la FIR

(Far InfraRed), la comprendida entre 50000 y 10 nm, que corresponde al infrarrojo lejano.

Con relacion al espectro protonico de RMN de las sustancias organicas, varios protones son
magnéticamente equivalentes, por lo que el espectro es mas simple. Los alcanos y grupos
semejantes presentaran absorcion en el campo alto mientras que un anillo aromatico presentara
absorcién en el campo bajo. Analizando el numero de sefiales y su desdoblamiento, se puede

saber el compuesto que se tiene.

Caracterizacion morfolégica

Los métodos analiticos comunmente usados para la caracterizaciéon morfolodgica de un polimero

son: la porosimetria, por medio de la cual se obtiene informacién del area de superficie especifica
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(m? g"), el volumen de poro especifico (mL g'), la distribuciéon del tamafio de poros, y del
diametro medio de los poros; la cromatografia de exclusion molecular inversa (ISEC, Inverse
Size Exclusion Chromatography) que proporciona informacién sobre la arquitectura porosa del
polimero de impronta molecular como fase estacionaria sobre la que se separan polimeros
solubles de distribucién de pesos moleculares conocidos; la microscopia de fuerza atomica
(AFM, Atomic-force Microscopy) que proporciona un perfil topografico tridimensional
cuantitativo de la superficie, también proporciona la diferencia entre la fase amorfay la cristalina
de un polimero semicristalino, y entre homopolimeros y copolimeros, y proporciona un estudio
de las propiedades mecanicas. La microscopia electrénica de barrido, que da informacion sobre
la morfologia de las particulas poliméricas y de los macroporos superficiales, también

proporciona informacion sobre si las particulas son granulares o esféricas, entre otras.

Caracterizacion de los sitios de unién especifica: isotermas de adsorciéon

Existen modelos matematicos de isotermas de adsorcion que se han aplicado a la caracterizacion
de polimeros de impronta molecular. Estos modelos pueden ser discretos o de distribucion
continua. Entre los modelos discretos se encuentran los modelos de Langmuir y de Jovanovic y
entre los modelos de distribucién continua se encuentran el de Freundlich, Freundlich-Langmuir

y Freundlich-Jovanovic.

3.5 Aplicaciones de los MIPs en Quimica Analitica

Actualmente se han preparado MIPs especfficos para proteinas, derivados de aminoacidos,
azucares y otros derivados, vitaminas, bases nucleétidas, pesticidas y productos farmacéuticos
tales como la teofilina, la morfina, el diazepan, el naproxeno, el cortisol y la pentamidina, entre

otros muchos compuestos.

Los MIPs han sido usados inicialmente como fase estacionaria en cromatografia de liquidos de
alta eficacia (HPLC, High Performance Liquid Chromatography). Recientemente, sin embargo,
también han sido utilizados en cromatografia en capa fina (TLC, Thin Layer Chromatography),

en ensayos de enlazamiento heterogéneo y en sensores de afinidad biomiméticos.

Los polimeros de impronta molecular tienen la habilidad de reconocer las moléculas molde
especificamente y han sido usados en diversas aplicaciones basadas en el reconocimiento
molecular, tales como separacion cromatografica, imitadores de anticuerpos artificiales,
extracciones en fase sodlida y biosensores, teniendo una de las aplicaciones de mayor interés
industrial, la separacion de materiales.

Li, Y y cols. (2006), sefialan que la mayoria de los MIPs han sido preparados en solventes

organicos menos polares por técnicas de polimerizacién a granel, sin embargo, los polimeros
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obtenidos por este método deben ser sometidos a etapas de trituracion, molienda y tamizado
para producir particulas adecuadas para ser empaquetadas en columnas de HPLC, lo cual
consume tiempo y conduce a cantidades moderadas de polimeros de impronta molecular utiles.
Las particulas de polimero obtenidas son, en ocasiones, poco adecuadas para su uso como
particulas de empaquetamiento de columnas de HPLC debido a su forma azarosa y la
distribucion de tamano de particula. Otros MIPs monoliticos han sido preparados por
polimerizacion in situ. Sin embargo, esta es una columna de baja eficiencia y alta presion. Para
superar estos problemas, se prepararon polimeros de impronta molecular esféricos (SMIPs,
Spherical Molecular Imprinted Polymers) usando diferentes estrategias, tales como la
polimerizacion por precipitacion, la polimerizacion por suspension, la polimerizacion por emulsion
o la polimerizacion dentro de los poros de una camara hecha de silica, entre otras. Asi, el método
de hinchamiento en multi-pasos y la polimerizacién por suspension permite mejorar el control de
particulas del MIP y son accesibles para modificar las particulas con una capa hidrofilica. Los
SMIPs se usaron como fase estacionaria en HPLC después de un lavado sencillo y exhibieron
mejores caracteristicas de flujo y mayores capacidades de carga comparados con polimeros a
granel ordinarios y polimeros monoliticos. Por otra parte, como los disolventes polares,
especialmente el agua, pueden debilitar la interaccion entre moléculas molde y los monémeros
funcionales, la mayoria de los polimeros impresos no covalentemente son preparados en
disolventes menos polares. Sin embargo, se necesita mayor investigacion para extender el

alcance del sistema acuoso, en el cual pueden realizarse los procesos de impresion.
3.5.1 Aplicacién de los MIPs como adsorbentes en extraccion en fase sélida, SPE

La extraccion en fase sdlida basada en polimeros de impronta molecular es una técnica utilizada
para el andlisis de muestras del medioambiente, alimentos y bioanaliticas, y se denomina con

las siglas en inglés MISPE (Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction).

El analisis de un determinado compuesto en mezclas complejas frecuentemente requiere
diversos pasos de pretratamiento. Si el analito esta presente en baja concentracion, es necesario
que éste sea concentrado para poderlo detectar por técnicas analiticas estandares. Ademas, si
se trata de una muestra compleja de compuestos similares, es necesario un paso que involucre

la limpieza de la misma.

La extraccién en fase sdlida es una técnica ampliamente utilizada para el pre-tratamiento de
muestras, pues ésta es flexible y facil de automatizar. Con ella pueden prevenirse muchos
problemas asociados con la extraccion liquido-liquido, tales como separacion incompleta de
fases, recuperaciones no cuantitativas, uso de equipos costosos y grandes cantidades de
disolventes organicos. Consiste en percolar un volumen conocido a través de un adsorbente
solido empaquetado en un cartucho, columna o disco, bajo condiciones cuidadosamente

controladas que favorecen la absorcion preferencial del analito sobre los componentes de la
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matriz. El analito es luego recuperado del adsorbente, extrayéndolo en un pequefio volumen de

una mezcla de disolventes apropiada (Sellergen, B. 2007)

En la Figura 16 se presenta el procedimiento de extraccién en fase sdlida.
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Figura 16. Procedimiento de extraccion en fase sélida

Los MIPs pueden utilizarse directamente como columnas de extraccién o como cartuchos y se
combinan con los diferentes instrumentos de analisis; su alta afinidad y selectividad se traduce
en menores limites de deteccion, tiempos de andlisis mas cortos e instrumentacién mas

econdmica, lo que conduce a un uso mas amplio de ellos.

Los pasos involucrados en el desarrollo de un nuevo protocolo de extraccion en fase sélida
basado en polimeros de impronta molecular son los siguientes: sintesis del material, ensayos
para sus propiedades de reconocimiento, el desarrollo de un protocolo de extraccion y la

validacién de este protocolo.

El uso de polimeros de impronta molecular combinados con la técnica de extraccién en fase
solida permite el uso de protocolos tanto en ensayos fuera de linea como en protocolos

automatizados acoplados a instrumentos analiticos.
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4. Métodos analiticos para la determinacion de antibiéticos

La determinacion de residuos de antibidticos en muestras de alimentos contaminados es un
problema de salud publica a nivel mundial, debido a la necesidad de evitar la aparicion de

resistencia a esos antibiéticos en el ser humano.

Para controlar la presencia de estos residuos, se destacandos fases. La primera se conoce como
la etapa de cribado en la cual se utilizan métodos cualitativos para determinar la presencia o
ausencia de residuos por encima de los LMR, y en la segunda fase, se confirma y cuantifica el

analito presente en la muestra.

Los primeros métodos utilizados para la deteccién de residuos de antibidticos son los
microbiolégicos, enzimaticos o inmunoenzimaticos, entre otro. Posteriormente, para cuantificar
la cantidad del analito en la muestra es necesario utilizar métodos cuantitativos, y entre las
técnicas analiticas mas utilizadas se encuentran los métodos cromatograficos, con diferentes
tipos de deteccion, tales como condeteccion ultravioleta (UV), electroquimica, fluorescente (FLD)
o por espectrometria de masas (MS). La mayor parte de los estudios coinciden en que la dificultad
del analisis de antibidticos radica en la extracciéon y limpieza de los analitos de la matriz de

muestra.

En esta seccion se va a exponer una revision de los métodos mas ampliamente utilizados hasta

el momento para la determinacion de antibiéticos B-lactamicos y macrdlidos.

4.1. Preparacioén de la muestra

En general, la metodologia empleada en el andlisis de muestras en las cuales se requiere el
analisis de residuos comprende diversas etapas que incluyen la extraccién del analito o analitos
de la muestra, una etapa de limpieza o clean-up para eliminar una parte importante de los
interferentes, y si es necesario, la concentracion del extracto obtenido para el analisis y

finalmente, la deteccion sensible y selectiva del analito o analitos de interés.

La preparacion de la muestra puede ser la etapa mas laboriosa de un método, y se utilizan
diferentes estrategias para extraer los residuos vy realizar el clean-up de la muestra, siendo las
técnicas mas empleadas la extraccion liquido-liquido, extraccion en fase sélida, dispersiéon de
matriz en fase sdlida, el método QUEChERSs (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe),
entre otros. Sefialan Pacheco-Silva, E y cols. (2014), en una revision efectuada de trabajos
publicados en los ultimos afios de anadlisis de residuos de medicamentos veterinarios en
muestras de leche, huevos y otras matrices, que el método de extraccién mas empleado es la

extraccion liquido-liquido utilizando acetonitrilo como disolvente, seguido de una etapa de clean-

42



INTRODUCCION

up utilizando extraccion en fase sdlida para permitir la cuantificacion de residuos, generalmente,

por cromatografia.

Hasta la fecha, se han utilizado con éxito distintos tipos de adsorbentes para la preconcentracion
de compuestos organicos, pero la mayoria de los adsorbentes utilizados no son selectivos

reteniendo simultaneamente otros compuestos presentes en la muestra.

Por todo ello, se siguen desarrollando sistemas de tratamiento de muestra, alternativos a los
meétodos clasicos ya existentes, para la determinacién de residuos de antibiéticos, como son los
basados en el empleo de polimeros de impresion o impronta molecular, capaces de
preconcentrar de forma selectiva los antibiéticos de muestras de leche, a la vez que proporcionan

una limpieza de la muestra.

A continuacién se describe una revision de las aplicaciones de los MIPs en el tratamiento de la

muestra para la determinacion de antibiéticos en muestras de leche.

4.1.1. Empleo de MIPS

La posibilidad de utilizar los MIPs para la extraccién en fase sdlida se ha evaluado para diversas
sustancias, como por ejemplo el tamoxifeno (Rashid, B. A. y cols., 1997), el fenuron o el
isoproturon (Martin-Esteban, A. y cols., 2001).

Zhang, X, y cols (2010), desarrollaron un método rapido y selectivo utilizando el campo
magnético de polimeros impresos molecularmente (MMIP) como absorbente para la extracciéon
de antibidticos B-lactamicos a partir de muestras de leche. EIl MMIP fue preparado con la
penicilina V potasica como molécula plantilla, acido metacrilico, como mondmero funcional,
dimetacrilato de etileno como agente de reticulacion y FesO4 como componente magnético. Los
resultados experimentales mostraron que el MMIP presentaba una gran afinidad y selectividad
hacia la penicilina V potasica y otros antibiéticos B-lactamicos estructuralmente relacionados.

Kowalski, D. y cols (2011), desarrollaron un método en el cual el cloranfenicol puede ser
eficientemente pre-concentradoen un sistema deinyeccion en flujoa travésde un
reactor empaquetado con polimeros de impronta molecular, y la determinacién se hizoen HPLC
con deteccion UV; en condiciones 6ptimas el limite de deteccion para la muestrade 100 mL con
pre-concentracion en linea fue de 0,66 mg L.

Rodriguez, E. y cols. (2011) describieron un método simple basado en la extraccion con
polimeros de impronta molecular y extraccion en fase sélida (MISPE) combinada con
cromatografia liquida con deteccion por fluorescencia (LC-FLD) para la determinacion de
residuos de fluoroquinolonas (FQ) en alimentos para bebés. El método implica la extraccion de

la muestracon una solucion de acido o-fosférico (50 mM, pH 3,0)/ ACN (20:80, v /v) yla limpieza
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de la muestra mediante la carga de los extractos en cartuchos de MIP. En condiciones 6ptimas
del MISPE se obtuvieron recuperaciones de FQ en el rango de 92 a 106 %, con RSD menores
del 8 %. La validacion del método se realizé de acuerdo con la Decision 2002/657 / CE, en
términos de linealidad, exactitud, precision, selectividad, limite de decision (cca) y capacidad de
deteccion (Bcc). El método propuesto se aplicd con éxito para el andlisis de alimentos infantiles

de diferentes composiciones adquiridos en supermercados y farmacias locales. Los resultados

no mostraron presencia de cantidades residuales de FQ en las muestras analizadas por encima
de los limites de decision del método (cca entre 5-151 ug Kg').

Van Royen, G y cols. (2014) desarrollaron y evaluaron un polimero de impronta molecular para
la deteccién y limpieza de bencil-penicilina en leche. Se comparé la union especifica de la bencil-
penicilina al MIP con la uniéon no especifica, utilizando un NIP. Validaron con éxito el método
empelando extractos de leche enriquecida con bencil-penicilina. Cuando emplearon disoluciones
del analito en acetonitrilo, las recuperaciones utilizando MISPE se encontraron entre 90-95 %
mientras que con acetonitrilo fueron de 70-80 %. EI LODy el LOQ para la aplicacion MISPE en

muestras de leche fueron de 0,51 y 1,02 mg Kg', respectivamente.

Por otra parte, Urraca, J., y cols. (2014) describieron la sintesis de polimeros de impronta
molecular para la extraccion selectiva (MISPE) de seis antibidticos del grupo de las FQ
(enrofloxacina, ciprofloxacina, lomefloxacina, danofloxacina, sarafloxacina y norfloxacina), a
partir de muestras de musculo de pollo y su posterior analisis por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con fluorescencia (FLD) o deteccién de espectrometria de masas (MS). El
MIP preparado usando enoxacina como molécula molde, una mezcla de acidos metacrilico y
acido trifluorometacrilico como mondmeros funcionales y etilenglicoldimetacrilato como el
mondmero entrecruzante, mostro las mejores propiedades de reconocimiento a las FQ que los
otros polimeros estudiados. Las particulas esféricas del MIP se prepararon utilizando perlas de
silice como soporte. Los polimeros se empaquetaron en cartuchos de extraccion en fase sélida,
de forma que el método MISPE-HPLC optimizado permitié la extraccién de los antibiéticos a partir
de muestras acuosas seguido de un lavado selectivo con acetonitrilo/agua (0,005 % de TFA, pH
-3,0), 20:80 (v / v). La elucion se llevé a cabo con acido trifluoroacético (5 %) en metanol. Las
condiciones 6ptimas del MISPE condujeron recuperaciones de las FQ en muestras de musculo
de pollo que oscilaron entre 68-102 % y las precisiones en el orden de 3-4% (RSD, n = 18). El
método fue validado de acuerdo con la Decision 2002/657/CE, en términos de linealidad,
exactitud, precision, selectividad, limite de decision (cca)y la capacidad de deteccién (pcc) por

HPLC - FLD y HPLC -MS / MS. Los limites de deteccion mejoraron en el analisis por HPLC -MS
/ MS y oscilaron entre 0,2-2,7 ug Kg ' (S / N = 3) para todos las FQs probadas.
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4.2 Métodos espectrofotométricos

Tanto los antibidticos B-lactamicos como los macrdlidos son incoloros y no tienen cromoforos
con propiedades de adsorcion significativas en el UV. Es por ello que para determinar estos
antibiéticos usando espectrofotometria es necesario basarse en derivados adecuados para

obtener los compuestos coloreados que puedan medirse en el rango visible del espectro.

Haciendo una revisién de diferentes métodos que utilizan la espectrofotometria para la
determinacion de los antibidticos B-lactamicos, se han encontrado algunos ejemplos a destacar.
Smith, J., y cols (1967), y Baker, W. L. (1989) desarrollaron métodos espectrofotométricos con
sales de cobre. EI-Obeid H. A., y cols (1999), estudiaron un método colorimétrico utilizando
reacciones con acido ascérbico, Prasad, P., y cols. (2000) desarrollaron un método basado en la

formacion de un complejo azul de metileno-antibiético aniénico.

Salem, H., y cols (2002) desarrollaron un método basado en la oxidaciéon selectiva de los
antibidticos tanto con Ce (IV) comocon Fe (lll) en medio acido, Okoye, N y cols (2007) y Farhadi,
Ky cols (2002) investigaron un método basado en la formacion del complejo de azul de Prusia.
Sin embargo, estos métodos espectrofotométricos solo se aplicaron al analisis de los antibiticos

B-lactamicos en formas puras o en preparaciones farmacéuticas.

Smith, J., y cols (1967) desarrollaron un método basado en la medicion espectrofotométrica a
320 nm de un compuesto formado por la degradacién acida de la penicilina a 75 °C en presencia
de una solucién buffer de pH 5,2 y trazas de sales de cobre. Por su parte, Baker, W. L (1989)
desarrollé un procedimiento para la determinacién de penicilinatos basado en la reduccién de Cu

(Il) y la determinacion de Cu (I) usando neocuproina.

ElI-Obeid H. A., y cols (1999) desarrollaron un método colorimétrico selectivo para la
determinacion de ampicilina, amoxicilina, cefalexina, cefadroxilo y cefaclor en preparaciones
farmacéuticas, basado en la medicion del color cuando los productos de la degradacién alcalina

de estos agentes reaccionan con el acido ascoérbico.

Un método espectrofotométrico de extraccion para la determinacion de algunos antibiéticos
betalactamicos como el cefaclor, la ampicilina y la amoxicilina usando azul de metileno como
reactivo analitico, fue desarrollado por Prasad, P., y col (2000). Este método esta basado en la
formacion de un complejo azul de metileno-antibiético aniénico extraible en cloroformo, cuando

se hace reaccionar un antibidtico $-lactamico con un exceso de azul de metileno a pH 9,5.

Por otra parte, Okoye, N., y cols (2007) describieron el desarrollo y aplicacion de un método
espectrofotométrico sensible para la determinacion de ceftriaxona, cefotaxima y cefurexima
(antibidticos cefalosporinicos ampliamente utilizados en la practica quimica). La hidrdlisis acida

de los antibidticos [(-lactamicos produce el peniciloaldehido como producto ultimo de
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degradacion. Este compuesto tiene un grupo aldehido funcional que es capaz de convertir el Fe
(lm a Fe (), y el ultimo reacciona con el hexacianoferrato (lll) para formar el complejo de azul

de Prusia.

Al revisar algunos trabajos relacionados con la determinacion espectrofotométrica de los
antibiéticos macrolidos, cabe mencionar que Rachidi, M., y cols (2007) desarrollaron un método
basado en la formacion de un par idnico entre el antibidtico y un complejo inorganico de (Mo (V)-
tiocianato) seguido por su extraccion con dicloroetano. El complejo formado es de color naranja
y exhibe sumaxima absorbancia a 469 nm. Por otra parte, Amin, A., y cols. (1996), determinaron
eritromicina y sus ésteres en formulaciones farmacéuticas basandose en la formacién de un
complejo coloreado azul, formado con violeta genciana en medio alcalino y midiendo la
absorbancia a 633 nm. Con este método los autores lograron determinar concentraciones

comprendidas entre 2,5-25 ug mL™" de eritromicina en la solucién final.

Rattanapoltaveechai, R., y cols (2007) desarrollaron un método espectrofotométrico simple y
rapido para analizar eritromicina en un preparado farmacéutico por medicion directa en el UV a

285 nm en combinacion con el método de adicidon de estandar.

El Sheikh, R., y cols. (2013) desarrollaron tres métodos espectrofotométricos para la
determinacion de espiramicina en forma pura y en formulaciones farmacéuticas. Los dos
primeros métodos se basaron en la formacion de un complejo entre el farmaco y el quinalizarin
(método A) y el rojo de alizarina S (método B), con maximos de absorbancia en 568 y 527 nm,
respectivamente. El tercer método se basé en la reduccion de Fe (lll) por la espiramicina en
medio acido y la posterior interaccion de Fe (Il) con ferricianuro para formar el azul de Prusia,

que presenta un maximo de absorcién a 760 nm.

4.3 Métodos inmunolégicos

Los Inmunoensayos son pruebas que usan complejos de anticuerpo y antigeno (también
denominados inmunocomplejos) para medir la presencia de un analito especifico en una
muestra. Como ejemplos significativos se muestran inmunoensayos enzimaticos y un ensayo

bioluminiscente

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

En el método ELISA, ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas, el antigeno o anticuerpo
se marcacon una enzima. La reaccion enzimatica permite el desarrollo de un producto cromatico
o fluorescente, cuya concentracion puede cuantificarse espectrofotométricamente y relacionarse

con la concentracion del analito.
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Huet, A., y cols (2006), determinaron simultaneamente por este método antibidticos del tipo FQ
en rifiones, productos marinos, huevos y musculo. Por otra parte, Kumar, K., y cols. (2004)
adaptaron dos kits disponibles comercialmente para el ensayo de ELISA utilizados para
determinar residuos de tilosina o tetraciclina en carne y leche, para determinar ultra trazas de
estos antibidticos en aguas superficiales y profundas. Salas, P., y cols (2013), determinaron
residuos de antibidticos betalactamicos en muestras de leche de 60 vacas mediante un ensayo
inmunoenzimatico marca ®SNAP (Betalactam) tratadas contra mastitis, utilizando anticuerpos
para caseina de leche de vaca almacenados dentro de las microceldas, en un inmunoensayo
competitivo indirecto (ELISA). Por otra parte, Zhang, Y., y cols (2013) determinaron tilosina por

medio de un ensayo inmunosorbente de enzima enlazada en leche.

Inmunoensayo bioluminiscente

Nilson, L (1984), presenté un método bioluminiscente para determinar gentamicina en suero,
basado en el efecto dependiente de la dosis del agente sobre la acumulacion de ATP extracelular
en la Escherichia coli., por otra parte, Pellinen, T., y cols (2002), optimizaron el analisis para la
deteccion de trazas de tetraciclina en pescados, utilizando cepas bioluminiscentes de la E. coli
K-12.

4.4 Biosensores

Una mejora tecnoldgica de los métodos de deteccion ha sido el desarrollo de biosensores, los
cuales constituyen un dispositivo analitico en el cual un material biolégico, capaz del
reconocimiento quimico especifico, esta en contacto intimo con un transductor fisicoquimico para

dar una senfal eléctrica.

En anos reciente se han desarrollado biosensores para el andlisis de antibiéticos [3-lactamicos,
y en ellos, frecuentemente se utilizan enzimas como el componente bioloégico debido a su alta
especificidad para ciertos substratos. Se cuantifica el producto enzimatico mediante una serie de
mecanismos como por ejemplo la temperatura, el cambio en el pH o la deteccion éptica. A pesar
de la alta especificidad y selectividad alcanzadas por las enzimas, los biosensores con enzimas
son a veces poco practicos, porque la enzima puede ser inestable, costosa, requiere un cofactor
o son dificiles de purificar. Se han desarrollado algunos biosensores para el analisis de los
antibiéticos B-lactamicos, por ejemplo se ligé el acido 7-aminocefalosporanico a la glucosa-
oxidasa como sitio de enlazamiento de la proteina para la penicilina G usando un transductor
amperimétrico (Setford, S., y cols., 1999). Mbhrle, V., y cols (2007) describieron un biosensor
microbiano basado en la célula, asignando una respuesta de luminiscencia a los macrdlidos

naturales o quimicamente modificados, independientemente de su actividad biolégica.
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4.5 Otros métodos de deteccion

Se han desarrollado las técnicas de deteccion de cribado (screening methods), las cuales son
relativamente simples, rapidas y no costosas que permiten que un gran numero de muestras
sean analizadas con alta confiabilidad. Los limites de deteccion tipicos (LOD, Limits of Detection)
de los ensayos de deteccion disponibles comercialmente usados para detectar antibioticos -

lactamicos en leche estan entre 5a 10 ug L' (Oka, H., y cols, 1995).

La mayoria de los ensayos de deteccion estan basados en la inhibicion microbiana. Estos utilizan
cepas de bacterias sensibles a antibiéticos comoampicilina, penicilina G, cloxacilina, entre otros,
con organismos ensayo como por ejemplo Bacillus stearothermophilus var., Bacillus subtilis,
Escherichia coli (Gatica, C., y col. 2007). Este tipo de ensayo utiliza un disco cargado con la
muestra que va a ser analizada, el cual es colocado sobre una placa con agar que contiene la
cepa de la bacteria sensible al antibiético, que se incuba por un periodo de tiempo especfifico,
dependiendo de la especificidad del ensayo. Si las zonas alrededor del disco estan libres de
crecimiento bacteriano, la muestra contiene antibiético. Estos bioensayos son efectivos para
detectar residuos de antibidticos, pero presentan susceptibilidad a sustancias interferentes que
pueden conducir a falsos positivos.

La United States Pharmacopeia and National Formulary (USP 30- NF 25) (2007), describe
ensayos iodométricos para distintos antibidticos penicilinicos y sus dosis para los cuales la
titulacién iodométrica es particularmente adecuada. Para ello se coloca una cantidad conocida
del patron y se le afade hidroxido de sodio, posteriormente se le agrega HCI y el yodo,

valorandose con tiosulfato de sodio y utilizando almidén como indicador.

4.6 Métodos cromatograficos

En la determinacion de antibidticos con fines cualitativos o cuantitativos, los métodos
cromatograficos son los mas utilizados debido a su especificidad, precision, exactitud,
reproducibilidad y sensibilidad. Dentro de las técnicas cromatograficas utilizadas, se encuentran
la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High Performance Liquid Chromatography)y

la Cromatografia de gases (GC, gas chromatography).

4.6.1 Cromatografia de gases (GC)

Los antibidticos B-lactamicos, son compuestos poco volatiles, con una elevada polaridad y
termolabiles, lo que hace que en el analisis de estos por medio de la cromatografia de gases sea
necesaria la preparacion de derivados volatiles que puedan ser llevados a la fase gaseosa

después de la inyeccion (Hishita, C., y cols., 1971). En este orden de ideas, Meetschen, U., y col.
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(1990) metilaron con diazometano, los residuos de bencilpenicilina, oxacilina, cloxacilina, y otros
antibidticos B-lactamicos en leche. Los residuos fueron extraidos de la leche con acetonitrilo, y
fueron cuantificados utilizando un método de cromatografia de gases capilar. Similarmente, para
la cuantificacion de los antibiéticos macrdlidos por cromatografia de gases, también es necesaria
la preparacion de derivados que permitan su determinacion y cuantificacion (Takatsuki, K., y
cols., 1987).

4.6.2 Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC)

Estatécnica es la mas utilizada para la determinacién de antibidticos, incluyendo B-lactamicos y
macrolidos. La separacion cromatografica se realiza utilizando diferentes tipos de columnas y
con sistemas de detecciéon acoplados al cromatégrafo tales como detector de diodos (DAD),

detector de fluorescencia o espectrémetro de masas, entre otros.

La cromatografia liquida de alta resolucion tiene distintas ventajas sobre la cromatografia de
gases para el analisis de compuestos organicos. Los compuestos a ser analizados se disuelven
en un solvente adecuado, y la mayoria de las separaciones tienen lugar a temperatura ambiente,
pudiendo ser cromatografiados sin descomposicion o sin la necesidad de preparar compuestos

volatiles, mediante un proceso de derivatizacion.

Al desarrollar un método analitico hay que tener en cuenta la columna utilizada, el material, las
dimensiones, el filtro, el tipo de particula, la forma, el diametro del poro, y el rango de pH
recomendado para el uso de la columna asi como para la estabilidad de los compuestos a
analizar. Existe un uso extendido de los procedimientos analiticos por HPLC, asi como una

diversidad de columnas comerciales.

Con relacion a los parametros de operacién deben definirse la secuencia de los blancos de
inyeccion, sistemas estandar adecuados y las muestras, asi como las velocidades de flujo,
temperaturas, la preparacion de la fase mévil y su gradiente, incluyendo el orden o la adicion de

los reactivos y los métodos de desgasificacion vy filtracion.

Existe una gran diversidad de procedimientos analiticos por HPLC. A continuacion se resumen
los aspectos mas importantes de algunos trabajos de investigacion que han utilizado la

separacion cromatografica por HPLC para la determinacién de antibiéticos en leche.

Un método cuantitativo para el analisis de residuos de sulfadiazina y sulfadimidina en leche fue
desarrollado por Alawi, M., y col. (1981). El método se baso6 en un paso de extraccion sencillo y
cuantificacion mediante HPLC con deteccion electroquimica. La separacion cromatografica se
llevé a cabo empleando una columna en fase reversa (RP-C2)y un extractor acuoso. Sefialan

estos autores que con este sistema analitico pueden detectarse concentraciones de 10 ng mL".
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Las recuperaciones de sulfonamidas de la leche estaban entre 94,4 % y 110 % en el rango de
concentracion de 0,01 — 1,8 ug mL" de muestra.

Por otra parte, Moats, W y col. (1995) describieron un método modificado utilizando HPLC para
la determinacion de antibidticos de tetraciclina en leche. En este método, los autores eliminaron
las proteinas usando 5 mL de leche con 1 mL de HCI 1 N y 15 mL de acetonitrilo. Del filtrado
obtenido (12 mL) se evaporo la capa de agua resultante de la adicion de hexano y cloruro de
metileno. Se concentro el extracto cerca de 1 mL sin degradacion significativa de las tetraciclinas
y se filtraron los concentrados. Para los analisis, emplearon una columna de Polymer
Laboratorios PLRP-S con una fase movil de HsPO4 0,02 M y decanosulfonato de sodio-
acetonitrilo 0,01 M, 72 + 28 para la oxitetraciclina y tetraciclina, y 68 + 32 para la clortetraciclina.

El volumen de inyeccion fue de 200 L con deteccion UV a 380 nm. Las recuperaciones promedio

fueron mayores al 80 % con limites de deteccion de 2- 4 ppb.

Para la determinacion simultanea de residuos de amoxicilina y ampicilina en leche de bovinos
cruda y procesada, Luo, W y cols. (1997) desarrollaron un método analitico por HPLC usando
deteccion por fluorescencia. Alicuotas de leche cruda o procesada (5 mL) se diluyeron hasta 40
mL con una disoluciéon tampoén o buffer de 0,01 M KH2POu4 (pH 4,5), y las proteinas solubles se
precipitaron mediante la adicion de tungstato de sodio y acido sulfurico seguido por
centrifugacion. Para concentrar los residuos de los analitos, se hizo pasar el sobrenadante a
través de un cartucho de extraccion de fase sélida C1s. Con el empleo de este cartucho fue
posible extraer la amoxicilina y la ampicilina, las cuales posteriormente se mezclaron con
salicilaldehido para formar derivados fluorescentes, que fueron luego analizados con
cromatografia liquida y deteccion de fluorescencia. Las recuperaciones promedio de amoxicilina
y ampicilina para muestras dopadas con 5, 10, y 20 ng mL™" fueron mayores del 80 %, con
coeficientes de variacion (CV) menores del 5 %. Los limites de deteccion (LOD) cuantificacion
(LOQ) para la amoxicilina fueron de 1,1y 2,4 ng mL™", respectivamente. EIl LOD y LOQ para la

ampicilina fueron de 1,0 y 1,7 ng mL™", respectivamente.

Skudar, K y cols (1999) prepararon polimeros molecularmente impresos para la penicilina Vy la
oxacilina, e investigaron sus propiedades de reconocimiento tanto en la fase acuosa comoen la
organica. Los polimeros de impronta molecular resultantes demostraron ser eficientes para

distinguir entre diferentes penicilinas (penicilina V, penicilina G y oxacilina).

Faria, J y cols (2000) desarrollaron una metodologia para la extraccion y cuantificacion de
Penicilina G en leche cruda por HPLC. Extrajeron la penicilina G de la leche cruda agregandole
una mezcla de fosfato acido de amonio (NH:H2PO4) 0,01 M y metanol, y posteriormente
centrifugando la muestra. El sobrenadante fue inyectado en un HPLC provisto de una columna

de fase reversa C1s a temperatura ambiente, utilizando una disolucion tampoén de fosfato 0,01 M,
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pH 7- metanol (65: 35 v/v) como fase mdévil y fue detectada a 230 nm. Obtuvieron una
recuperacion de 87,06 %, un coeficiente de variacion de 4,99 % y una sensibilidad de 0,1 ug mL-

1

Ghidini, S y cols (2002) sefalaron que la deteccion de residuos antimicrobianos en leche se
realiza usualmente en dos pasos: primero se utiliza un método microbiano, enzimatico o basado
en un receptor como herramienta para investigar si hay antibiéticos presentes y posteriormente
las muestras encontradas positivas son confirmadas por un método quimico. El método
confirmatorio debe ser capaz de detectar la molécula presente en la muestra y realizar su
determinacion cuantitativa. Usualmente la técnica adoptada como método confirmatorio para
residuos de antibiticos es la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién, acoplada con
un detector ultravioleta (HPLC-UV), sin embargo tiene limitaciones como su baja sensibilidad y
selectividad, por lo que necesita muchos pasos de purificacion. Senalaron los autores que la
Comisiénde Decision de la EU 93/256 establece que los métodos basados solamente en analisis
cromatografico sin el uso de una deteccion espectrométrica molecular no son adecuados para
usarlos como métodos confirmatorios. Por esto la cromatografia liquida acoplada con
espectrometro de masas (HPLC-MS) deberia representar una herramienta altamente sensitiva y
selectiva para detectar residuos de antibidticos en leche sin la necesidad de muchos pasos de
purificacion. Los autores desarrollaron y validaron un método rapido basado en HPLC-MS/MS y
analizaron 53 muestras de leche de bovinos que fueron encontradas positivas mediante un

ensayo microbiano.

Jevinova, P y cols (2003) compararon la sensibilidad del método de difusién de disco, el ensayo
Four-plate test (FPT), y el método HPLC para la determinacion de residuos de oxitetraciclina en
leche. Para ello recolectaron muestras simples de seis vacas con mastitis las cuales fueron
tratadas, intramamariamente con oximicoina durante 5 dias. Se analiz6 la presencia de residuos
del antibiotico en muestras de leche tomadas a intervalos de 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y
192 horas después de la administracion de la droga. El mayor promedio de concentracion fue de
195,68 mg Kg de oxitetraciclina, y fue detectado por el método de HPLC el ultimo dia de terapia
(5 dias después de la administracion de la droga). Usando el ensayo microbiolégico con Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis C 953 en muestras de leche antes de la primera
administracion de la droga (0 h) se detectaron dos positivos. Cuando las mismas muestras fueron
probadas con la membrana de dialisis se obtuvieron resultados negativos. Como puede
observarse de los resultados de este estudio, muestras de leche que resultaron positivas a la
presencia de antibidticos mediante el empleo del método de HPLC y en las cuales las
concentraciones de residuos del antibidtico excedieron los MRLs, no siempre produjeron los

mismos resultados a través del ensayo de difusién de agar con Bac. stearothermophilus.

51



INTRODUCCION

Gomis, D. y cols (2004) describieron un método para la determinacion simultanea de espiramina
y josamicina en leche mediante HPLC en fase reversa. La extraccion de los antibiéticos se llevo
a cabo usando una extraccién liquido-liquido. Posteriormente se traté con ciclohexa-1,3-diona
en buffer de acetato de amonio (pH 7,0) durante 60 min a 90 °C. El derivado fue pasado sobre
una columna de octadecilsilano a 45 °C. La separacion se realizd usando una fase movil
consistente en una mezcla de acetonitrilo-metanol-buffer fosfato (pH 6,0). La deteccion por
fluorescencia se efectué empleando 375 nm comolongitud de onda de excitacion y 450 nm como
longitud de onda de emision. EI método mostré linealidad entre 50 y 500 nug L'. Las

recuperaciones fueron cerca del 90 % vy el limite de deteccion fue 8 y 13 pug L para la

espiramicina y la josamicina, respectivamente.

Garcia-Mayor, M. y cols. (2006), desarrollaron un método simple y sensible mediante HPLC-
DAD, para la determinacion simultanea de siete macrolidos (eritromicina, oleandomicina,
roxitromicina, josamicina, espiramicina, tilosina e ivermectina) en leche de oveja. Optimizaronlas
condiciones de operacion de la columna, fase movil, temperatura y velocidad de flujo, para
proporcionar la mejor resolucion de esos analitos. La extraccion de los residuos de antibiéticos
involucré el tratamiento de muestras libres de proteinas con una combinacion de hidréxido de
sodio concentrado y acetato de etilo. Fue necesario realizar la eliminacion de la grasa por
hidrélisis alcalina. Las recuperaciones obtenidas de cada antibiético fueron entre 55-77 %, con
desviaciones estandar relativas en el rango de 1-6,5 %. El limite de cuantificacion fue de 72,4 ug
Kg™' para la ivermectina, 48,3 ug Kg' para la roxitromicina, y 24,1 ug Kg' para la eritromicina,
oleandomicina, espiramicina, josamicinay tilosina. El procedimiento fue usado exitosamente en
la determinacién del multiresiduo de esos macrolidos a niveles por debajo de las concentraciones

maximas de las concentraciones legalmente permitidas en muestras de leche de oveja.

Brito, R., y col. (2006) desarrollaron un método cromatografico para analizar residuos de
antibiéticos B-lactamicos en leche. Las muestras de leche fueron enriquecidas con las
disoluciones estandar de antibidtico yluego se desproteinizaron. El extracto se limpid en
cartuchos C1s para la extraccion en fase sdlida, los antibidticos se eluyeron con acetonitrilo:
agua (50:50 v/v) y fueron modificados con anhidrido acético y una solucion de 1-metil-
imidazol conteniendo HgCl.. El analisis cromatografico se realizé en una columna C1s usando
una fase movil compuesta de tampon fosfato y acetonitrilo (pH 6,5) en presencia de Na:S203 y
la deteccion se efectué a 325 nm. EI método fue selectivo para la ampicilina G, la penicilina y
la penicilina V, el ultimo utilizado como estandar interno. El promedio de recuperacién para la
ampicilinay la penicilina Gfue de 60,0- 104,9% yde 82,7-109,2%, respectivamente, con
coeficientes de variacion del 11,1% al 24,6% y del 2,1% al 25,2%, lo que indica exactitud y
precision. El limite de deteccion encontrado fue de 4,0 mg L™ para la ampicilina y de 3,0 mg L-

! para la penicilina G.
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Un método fue desarrollado por Vinod, K., y cols (2010) para la estimacion simultanea de
sulbactam y cefoperazona en forma de dosis y en plasma usando ornidazol como estandar
interno. Utilizaron una columna de hexilo phenomenex fenil (250 mm x 4,6 mm, 5 pym) y un
sistema de gradiente de fase movil compuesta por buffer acetonitrilofosfato (fosfato de sodio, 20
mM) (65:35 v/v) pH 3,5 ajustado con &cido fosférico. La validacion del método se llevd en
términos de especificidad, linealidad, exactitud, precision, resistencia y limite de deteccion
y cuantificacién. Se encontraron rangos lineales entre 10-50 ug mL™" para el sulbactamey 10
-50 g mL ' para la cefoperazona. El limite de deteccidony cuantificacion de sulbactame fue de
50 ng mL'y 300 ng mL'y para la cefoperazonade 50 ng mL'y400 ng mL™"
respectivamente. Sefalaron los autores que el método desarrollado se puede utilizar para el

analisis de rutina de estas drogas en el plasma, asi como para laboratorios de control de calidad.

Roca, M., y cols. (2011) evaluaron el efecto de tratamientos térmicos de los residuos de (-
lactamicos en leche, para calcular los parametros cinéticos de la degradacién de estos
antibiéticos en leche y para desarrollar modelos de prediccion para estimar las pérdidas de
concentracion de estos compuestos en los tratamientos convencionales de calor lacteos. Para
ello, emplearon método cuantitativo de HPLC para calcular las pérdidas en concentraciones de
10 antibidticos B-lactamicos en leche con diferentes combinaciones de temperatura y tiempo. El
aumento de la temperatura de 60 °C a 100 °C disminuy¢ la vida media de amoxicilina (372 a 50
min), ampicilina (741 a 26 min), cloxacilina (367 a 46 min), y la penicilina G (382 a 43 min). Estos
aumentos de la temperatura causaron una mayor degradacion de las cefalosporinas, que fue
acompafnada de una disminucién de los tiempos de vida media para llegar a valores muy bajos,
por ejemplo, 4, 5y 6 minutos de cefoperazona, cefurexima y cefapirina, respectivamente. Los
tratamientos térmicos a altas temperaturas y largos tiempos (por ejemplo, 120 °C durante 20
minutos) dieron lugar a una mayor degradacion de [(-lactamicos, con porcentajes cercanos al
100% para el caso de cefoperazonay cefurexima. Por el contrario, cuando la leche se sometié a
tratamientos térmicos a temperaturas mas bajas y tiempos cortos (por ejemplo, 72 °C durante 15
segundos), la degradacion de B-lactamicos en leche no superé el 1% para los 10 antibiéticos

probados.

Mei-Ratliff, Y (2012) determind el antibidtico oxitetraciclina en muestras de leche comercial a las
que le afadio el analito, limpiandolo y concentrandolo por medio de columnas de extracciéon en
fase solida y posteriormente cuantificando al analito por HPLC equipado con un detector UV. El
meétodo fue exitosamente utilizado para determinar concentraciones de oxitetraciclina a 50 yg g

', mostrando una DER de 18 % y un porcentaje de error de -1%.

Angeles, J y cols. (2012) desarrollaron y validaron un método por HPLC para la determinacion
de rifaximina en leche de vaca, utilizando metanol y acetato de amonio como fases maviles, una

columna C1s y un detector UV. Se observo una linealidad del método con valores de R? de 0,99,
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un porcentaje de recuperacion cercano al 54 %, una alta especificidad y las sustancias
interferentes no afectaron el analisis. El limite de deteccion fue de 30 ng mL" y el limite de

cuantificacién fue de 150 ng mL™.

Camara, M y cols. (2013) determinaron simultdneamente nueve antibidticos B-lactamicos en
leche de oveja. Utilizando un HPLC con detector de diodos lograron determinar ampicilina,
bencilpenicilina, cefalexina, cefazolina, cefoperazona, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina y
fenoximetilpenicilina. La muestra fue desproteinizada con acetonitrilo, centrifugada y luego
sometida a extraccion y limpieza mediante SPE. Las recuperaciones de los antibidticos
estudiados se encontraron en el rango de 79-96 % con desviaciones estandar relativas entre 0,5-
4,9 %, los limites de cuantificaciéon estuvieron en el rango de 3,4-8,6 ug Kg, lo cual es menor a
los limites de residuo maximo establecidos por la Unién Europea para los antibiéticos estudiados,

haciendo que el método sea adecuado para analisis de rutina.

Tona, G y col. (2014), investigaron los niveles de tetraciclina en leche de vaca, leche de cabra,
grasa de mantequilla, queso suave y muestras de yogurt, utilizando métodos estandares para su
deteccion y cuantificacién por HPLC, encontrando promedios de : 0,0032 + 0,0018 ppm (leche
de vaca), 0,0040 £ 0,0011 ppm (leche de cabra), 0,0020 £ 0,0008 ppm (grasa de mantequilla),
0,0080 + 0,0034 ppm (queso suave) y 0,0019 + 0,0008 ppm (yogurt), revelando esto que el
procesamiento de la leche de vaca no elimind la tetraciclina. Los niveles de los residuos del
antibiético fueron menores a los MRL de 0,1 ppm establecidos por la Unién Europea, por lo que

eran seguros para el consumo humano.

Arroyo-Manzanares, N y cols. (2014), presentaron dos tratamientos de muestra (micro extraccion
liquido-liquido dispersiva, DLLME, y QUEChERS), para la determinacién de 9 sulfonamidas en
muestras de leche, y mostraron que son métodos alternativos utiles para la limpieza de muestras
complejas. Fueron evaluados y comparados en términos de eficiencia, sensitividad y precision
usando HPLC con deteccion de fluorescencia empleando un paso previo de derivatizacion con
fluorescamina. Obtuvieron recuperaciones comprendidas entre el 90,8 al 104,7 % y 83,6 a 104,8
% para DLLME y QUEChERS respectivamente. Los limites de deteccion fueron menores a
1,21 ug L'y 2,73 ug L' para DLLME y QUEChERS, respectivamente. La precision, en términos
de repetibilidad y precision intermedia fue menor al 10 % en todos los casos.

Es evidente, por tanto, que los métodos cromatograficos son los mas efectivos para la
determinacion cuantitativa de este tipo de antibidticos. Sin embargo, en ocasiones, tal y como se
ha comentado ya en esta memoria, estas técnicas no proporcionan los limites de deteccion
necesarios para cumplir con las exigentes regulaciones actuales lo que hace que sea necesario

el empleo de técnicas de preconcentracion previas al analisis cromatografico.
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5. Validacion de Métodos Analiticos

Una vez que se ha desarrollado un método analitico es necesario constatar que el mismo pueda
ser utilizado con confianza en cualquier laboratorio a nivel mundial y que sus resultados sean

fiables. Para ello es necesario llevar a cabo la validacion del método desarrollado.

En la USP 30, en el capitulo referente a la “Validacion de Métodos Compendiados”, se define

validacion como:

“Validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, por estudios de
laboratorio, que las caracteristicas de funcionamiento del método cumple los requisitos

propuestos por las aplicaciones analiticas”.

A través de un sistema de validacion se recogen y analizan las evidencias que sustentan la
completa eficiencia de un método analitico. Frecuentemente se utiliza el analisis estadistico,
como por ejemplo el analisis de regresion lineal y la desviacion estandar relativa (DER) de los
datos de los métodos de validacion, para demostrar la validez del mismo (Miller, J y col. 2002).

Los procedimientos estadisticos para el andlisis de los datos de validacién deben determinarse

antes de comenzar cualquier estudio de validacién, asi como el procedimiento seguido,
incluyendo la cantidad de datos adquiridos y el criterio usado para determinar la aceptabilidad
del procedimiento analitico.

También se incluyen los equipos, instrumentos y aparatos que son utilizados en los métodos de
anadlisis a los cuales es importante evaluar para determinar las variaciones potenciales que
pueden ocurrir durante el desarrollo del analisis, ademas de su calibracion y mantenimiento

preventivo periédico.

La validacién de un método analitico es el proceso mediante el cual se establece por medio de
estudios de laboratorio que las caracteristicas representativas del método analitico cumplen con
las especificaciones para su aplicacion. Senala la Australian Pesticides and Veterinary
Medicines Authority (APVMA) en su Guia para la validacion de métodos analiticos para
constituyentes activos, productos quimicos para la agricultura y la veterinaria (2004), que el
objetivo de la validacion de un método analitico es demostrar que el procedimiento, cuando se

aplica adecuadamente, produce resultados que se ajustan al propésito del método.

Las caracteristicas tipicas de ejecucion que deberian considerarse en la validacion de los tipos

de métodos descritos se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3.- Caracteristicas analiticas tipicas usadas en métodos de validacion.

Caracteristicas analiticas usadas
en los métodos de validacién
Exactitud

Precision

Especificidad

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion
Linealidad

Rango

Robustez

Reproducibilidad

Estas caracteristicas representativas se expresan en términos de parametros analiticos, que son

los siguientes:

Exactitud

La exactitud se define como el acercamientode los resultados experimentales obtenidos, al valor
verdadero. Se expresa como el porcentaje de recuperacion por el ensayo de cantidades
conocidas adicionadas al analito.

En el caso de un ensayo de una droga o un determinado compuesto, la exactitud puede
determinarse aplicando el método analitico a un analito de pureza conocida (utilizando por
ejemplo un estandar de referencia) o por comparacionde los resultados del método con aquellos

de un segundo método, bien caracterizado, cuya exactitud ha sido bien establecida o definida.

Cuando se trata del analisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe ensayarse en muestras

(de la materia prima o del producto) a la que se ha afadido cantidades conocidas de impurezas.

Se calcula la exactitud como el porcentaje de recuperacion por el ensayo de la cantidad afadida
conocida del analito en la muestra, o como la diferencia entre el promedio y el valor aceptado

como verdadero, junto con los intervalos de confianza.

Los documentos ICH (International Conference on Harmonization: Informe de Seguridad de la
Conferencia Internacional de Armonizacion) recomiendan que la exactitud debe ensayarse
usando un minimo de nueve determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion,
cubriendo un rango especificado (esto es, tres concentraciones y tres réplicas de cada

concentracion).
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Precision
La precision de un método analitico se refiere al grado de concordancia entre los resultados

individuales de la prueba, cuando el procedimiento se aplica repetitivamente a muestras multiples

0 a una muestra homogénea.

La precision del método, se expresa como la desviacion estandar o desviacion estandar relativa

(coeficiente de variacion) de una serie de mediciones.

La precision de un método analitico se determina ensayando un numero suficiente de alicuotas
de una muestra homogeénea para calcular estadisticamente los estimados validos de desviacion

estandar o desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion).

Los documentos IHC recomiendan que la repetibilidad deberia ensayarse usando un minimo de
nueve determinaciones cubriendo el rango especificado para el procedimiento (esto es tres
concentraciones y tres réplicas de cada concentracion o usando un minimo de seis

determinaciones a 100 % de la concentracién del analisis).

Especificidad

El documento IHC, define especificidad como la habilidad para evaluar inequivocamente el
analito en presencia de los componentes que se espera que estén presentes, asi como
impurezas, productos de degradacion, y componentes de la matriz. La falta de especificidad de
un procedimiento analitico puede ser compensada por otro procedimiento analitico de soporte.
Otras autoridades internacionales (IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry;
AOAC, Association of Official Analytical Chemists) han preferido el término “selectividad”

reservando “especificidad” para aquellos procedimientos que son completamente selectivos.

Limite de deteccion

El limite de deteccion es un parametro de prueba limite. Es la concentracion mas baja a la cual
puede detectarse el analito, pero no necesariamente cuantificarse, bajo las condiciones

experimentales establecidas.

En la Guidance for Industry, (FDA, 2011), en relacion al limite de detecciéon (LOD), se calcula
primeramente la altura del pico en el limite de deteccion (Y Loo) como 3 veces la desviacion
estandar. Posteriormente estos valores de altura del pico, son usados para calcular las
concentraciones asociadas con estas alturas del pico. Los valores calculados expresados en
términos de la concentracion de la solucion deben convertirse a la concentracion efectiva en la

matriz.
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Limite de cuantificaciéon

El limite de cuantificacion es un parametro para ensayos cuantitativos de bajos niveles de
compuestos en matrices de muestras, tales como impurezas en muestras activas o productos de
degradacion en productos terminados. Es la concentracion de muestra en un analito que puede
ser determinada con precisidn y exactitud aceptables, bajo las condiciones experimentales

establecidas.

En la Guidance for Industry, (FDA, 2011), para determinar el limite de cuantificacién (LOQ), se
calcula primeramente la altura del pico para el limite de cuantificacién (Yioa) como 10 veces la
desviacion estandar y posteriormente estos valores son usados para calcular las
concentraciones asociadas con estas alturas del pico. Los valores calculados expresados en
términos de la concentracion de la solucion deben convertirse a la concentracion efectiva en la

matriz.

Linealidad

Es la habilidad del método para obtener resultados en la prueba proporcionales a la
concentracion del analito en muestras dentro de un rango dado que resultan directamente o
mediante una transformacion matematica bien definida. Generalmente se expresa en términos
alrededor de la pendiente de regresion lineal, calculada de acuerdo a una relacion matematica
establecida de los resultados obtenidos de la prueba al analizar muestras de concentracién

variable al analito.

Rango

Es el intervalo entre el nivel mas alto y mas bajo del analito en el que se ha demostrado que
puede ser determinado con exactitud, precision y linealidad, tal y como lo indica el método.
Normalmente se expresa en las mismas unidades que los resultados de la prueba en el método

analitico.

Robustez

Es la medida de la capacidad de un método analitico para permanecer inalterado por pequefias
pero deliberadas variaciones en los parametros del método y proporciona un indice de su

confiabilidad durante su uso.

Reproducibilidad

Es el grado de reproducibilidad de los resultados de la prueba obtenidos por el analisis de una

mismamuestra bajo una variacion de las condiciones normales de prueba, tales como diferentes
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laboratorios, analistas, ensayos, temperaturas, lotes de reactivos, dias, etc. Es una medida de la
reproducibilidad de los datos de la prueba bajo las condiciones operacionales normalmente

esperadas de laboratorio a laboratorio y de analista a analista.

La evaluacién o no de los parametros arriba mencionados dependera del tipo de informacion que
se quiera obtener de dicha validacién, es decir del objetivo perseguido. Segun la Food and Drug
Administration (FDA) (2000), en “Guidance for Industry”, se tienen distintas caracteristicas de

validacion para varios tipos de ensayos.

La siguiente tabla es un resumen de las caracteristicas de validacién que deberian ser verificadas

durante una validacion de diferentes procedimientos analiticos.

Tabla 4. Caracteristicas de validaciéon recomendadas de varios tipos de ensayos.

Tipo de ensayo Identificacion | Ensayo para Impurezas | Prueba. Disoluciéon | Ensayos
ICaracteristicas Cuantitativo Limite | (Medicién especificos
solamente,
Contenido/Potencia)
Exactitud - + - + +4
Precision- - + - + +4
Repetibilidad
Precision- - +1 - +1 +4
Precision
Intermedia
Especificidad +2 + + +5 +4
Limite de - -3 + - -
Deteccidn
Limite de - + - - -
Cuantificacion
Linealidad - + - + -
Rango - + - + -
Reproducibilidad - + -3 + +4
NOTA:

- Significa que esta caracteristica no es usualmente evaluada

+ Significa que esta caracteristica es usualmente evaluada.

1 En casos donde la reproducibilidad ha sido realizada la precision intermedia no es necesaria.

2 Carencia de especificidad para un procedimiento analitico puede ser compensada por la adicién de un
segundo procedimiento analitico.

3 Puede ser necesaria en algunos casos.

4 Puede no ser necesaria en algunos casos

5 Carencia de especificidad para un ensayo para liberacion puede ser compensada por un ensayo de
impurezas.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la actualidad se utilizan antibiéticos para combatir las enfermedades de los animales de granja
y mejorar su crecimiento. Esto ha originado que se detecte su presencia a niveles traza en

muestras de alimentos tales como la leche de vaca.

Debido a su negativo impacto en la salud humana, distintos organismos oficiales en los ultimos
afnos han establecido niveles maximos permisibles de algunos de ellos. Asi, la Unidbn Europea
en su Reglamento del Consejo 90/2377/CEE establece una maxima concentracion permitida de
antibidticos macrdlidos y p—-lactamicos en leche.

La necesidad de controlar la presencia de estos antibiéticos a niveles de ug Kg' en productos
alimentarios tales comoleche y sus derivados, requiere disponer de métodos analiticos sensibles
y selectivos capaces de alcanzar los limites requeridos por la legislacion vigente (Reglamento
del Consejo 90/2377/CEE, Commission of the European Communities, 2002).

En la actualidad, los métodos de analisis mas empleados para la determinacion de estos

compuestos son los métodos cromatograficos (HPLC, CG) con distintos detectores.

La leche completa de vaca es una matriz biolégica compleja, conformada entre otros por
proteinas, carbohidratos y acidos grasos que a menudo afectan la separacion de los compuestos
de interés analitico, dado que se incrementa el ruido en la linea base e imposibilita la
determinacion de niveles trazas de los analitos. Ademas, los componentes de la matriz de la
muestra alimentaria pueden reducir considerablemente la vida de las columnas de separacion y

dafar las distintas partes de la instrumentacion cromatografica.

La acertada eleccion del método de preparacion de las muestras, el modo de separacion y la
técnica empleada para la deteccion del analito pueden proporcionar un apoyo significativo a los

problemas asociados con la determinacion y cuantificacion de antibidticos macrolidos y p—

lactamicos en muestras complejas de alimentos como la leche.

Las técnicas clasicas de extraccién hoy en dia empleadas, como la extraccién liquido-liquido vy
la extraccion en fase sélida usando adsorbentes de silica, presentan una serie de problemas:
tiempos y volumenes elevados para lograr unas recuperaciones reproducibles, y falta de
selectividad. En este sentido, el empleo de los polimeros de impresion o impronta molecular
como rellenos en los cartuchos de extraccion en fase sdlida (MISPE) esta mostrando unas
cualidades prometedoras como adsorbentes destinados a la extraccion de compuestos

especificos.

El estado actual del tema justifica plenamente el que el objetivo prioritario de este trabajo de
investigacion se centre en la busqueda de nuevas estrategias y alternativas a los métodos de
tratamiento de muestra tradicionales ya existentes, para el desarrollo de metodologias sencillas,

rapidas y de bajo coste, que permitan la determinacion de antibidticos macrdlidosy B-lactamicos
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en muestras de leche de diferente procedencia (vacay oveja), y que puedan aplicarse en analisis

de rutina en cualquier laboratorio o industria lechera.

Los diferentes métodos de tratamiento de muestra se basaran en el empleo de polimeros de
impronta molecular selectivos para el antibidtico eritromicina (ERY), del grupo de los macrdlidos,
y para el antibiético ampicilina (AMP), del grupo de los B-lactamicos. Seran utilizados como

soportes solidos en el proceso de extraccion en fase sdlida, optimizando los procesos de
extraccion, para su posterior cuantificaciéon mediante la técnica de la cromatografia liquida de
alta resolucién acoplada a un detector UV-Visible.

Para alcanzar estos propodsitos, se plantean los siguientes objetivos especificos:
- Desarrollar un polimero de impronta molecular selectivo para el antibidtico eritromicina.

- Sintetizar y evaluar diferentes MIPs para la eritromicina (ERY-MIPs) y sus correspondientes

polimeros no impresos, empleando diferentes estrategias de polimerizacion.

- Desarrollar la metodologia de extraccion en fase sdlida utilizando el polimero de impresion
molecular como adsorbente (MIPSPE) para la extraccion selectiva de ERY en muestras de leche

de oveja, empleando como técnica de medida la cromatografia de liquidos (HPLC-DAD).
- Desarrollar un polimero de impronta molecular selectivo para el antibidtico ampicilina.

- Sintetizar diferentes MIPs para la ampicilina (AMP-MIPs) y sus correspondientes polimeros no

impresos (AMP-NIPs), empleando diferentes monémeros y relaciones molares.
- Caracterizar esctructuralmente los AMP-polimeros sintetizados, empleando la técnica IR-TF.

- Caracterizar y evaluar analiticamente los AMP-polimeros, utilizandose en la fase adsorbente

de un proceso de extraccién en fase sdlida convencional.

- Desarrollar la metodologia de extraccion en fase sdlida utilizando el polimero de impresion
molecular como adsorbente (MIPSPE) para la extraccion selectiva de AMP en muestras de leche

de vaca, empleando como técnica de medida la cromatografia de liquidos (HPLC-UV).

- Validar las metodologias desarrolladas, ERY-MISPE y AMP-MISPE, llevando a cabo estudios

de linealidad, exactitud, precision, y sensibilidad en las condiciones éptimas.
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lLA. DETERMINACION DE ERITROMICINA EN MUESTRAS DE LECHE DE OVEJA

‘OCURRENCE OF ERYTHROMYCIN RESIDUES IN SHEEP MILK. VALIDATION OF AN
ANALYTICAL METHOD”.

M. A. Garcia-Mayor, G. Paniagua-Gonzalez, B. Soledad-Rodriguez, R. M. Garcinufio-Martinez,
P. Fernandez-Hernando, J. S. Durand-Alegria.

Food and Chemical Toxicology (2015) 78: 26-32
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En este trabajo de investigacion se ha llevado a cabo el desarrollo y puesta a punto de una
metodologia de tratamiento de muestra para la determinacién del antibiético eritromicina (ERY)
en muestras de leche de oveja. Se han empleado polimeros de impresion molecular, los cuales
han sido utilizados como fase adsorbente de un proceso convencional de extraccién en fase

solida.

Inicialmente se llevd a cabo la sintesis de varios polimeros de impronta molecular especificos

para este antibidtico utilizando diferentes condiciones de sintesis.

Posteriormente, mediante la caracterizacion estructural y pruebas de fijacién/elucion, se
selecciono el polimero mas efectivo para ser utilizado en un procesode extraccion en fase sdlida,

de forma selectiva hacia el analito de interés, la eritromicina.

Tras obtener las condiciones optimas de fijacion y elucion se desarrollé el método para la
determinacion de eritromicina en muestras de leche de oveja. Dada la complejidad de la matriz
de la muestra seleccionada, fue necesario lleva a cabo un paso previo de desproteinizacion de
la misma, mediante la adicién de una mezcla de NaH2PO4: ACN (3:2, pH 7) y acetonitrilo (un

volumen total de 4 mL).

Se llevé a cabo un estudio de interferencias, en el que se estudid la especificidad del MIP
considerado como Optimo frente a otros antibiéticos de la mima familia de los macrdlidos y
estructuralmente similares, tales como tilosina, espiramicina, josamicina, roxitromicina e
ivermectina. Los resultados obtenidos revelaron que el polimero utilizado presenta una gran
especificidad hacia la eritromicina, puesto que las recuperaciones obtenidas para el resto de los
compuestos estudiados fueron menores del 35 %, en todos los casos.

El método completo desarrollado fue validado empleando muestras de leche de oveja libre de
antibidticos suplementada, en términos de exactitud, precision, linealidad, y limite de
cuantificacién. Se obtuvieron recuperaciones mayores del 95 % a tres niveles de concentracion,
con valores de desviacion estandar menores del 2 %. Los estudios de repetibilidad y
reproducibilidad ofrecieron recuperaciones comprendidas entre 91,2-99,7 %, con desviaciones
estandar menores del 5 %, en todos los casos. El método desarrollado es lineal en el intervalo
24 - 965 ug Kg™'. El limite de cuantificacion obtenido fue de 24,1 ug Kg™, por debajo del limite
maximo de residuos de ERY establecido por la legislacion (40 ug Kg').

El desarrollo experimental de esta parte de la Tesis Doctoral se ha llevado a cabo en
colaboracion con miembros del Grupo de Investigacion del Departamento de Ciencias Analiticas
de la UNED, el cual ha dado lugar a un articulo, que actualmente ya ha sido publicado en la
revista Food and Chemistry Toxicology, indexada en el Journal Citation Reports (JCR), con un

elevado indice de impacto, con lo que en esta memoria no se tratara en profundidad.
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1. MATERIALES Y REACTIVOS

1.1 Instrumentacién y equipamiento

Los distintos equipos, instrumentos y materiales utilizados en la parte experimental de este

trabajo se detallan a continuacion:

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién. Agilent Technologies modelo 1200,
provisto de una bomba cuaternaria, auto muestreador, y detector de diodos (Agilent
Technologies)

Columna C18 Prontosil (250 x 4,6 mm, 5 um)

Lampara ultravioleta, Vilber Lourmat CN-6T

Bafio de agua controlado por Termostato Digiterm 3000542

pH metro Metrohm 654

Extractor Soxhlet con dedales de extraccion de celulosa

Mortero de vidrio

Tamices CISA de 200-355 um, Afora

Sistema de vacio para SPE de 20 puertos

Sistema de control de vacio, Selecta

Cartuchos vacios de SPE de 3 mL de capacidad con polietileno fritado,

1.2 Reactivos

Los distintos reactivos que se han utilizado para el desarrollo de esta investigacion y su

procedencia se detallan a continuacién.

Acido metacrilico, Merck

Etilenglicol dimetacrilato, Merck
2-2'-azobisisobutironitrilo (AIBN), Fluka
Eritromicina, Sigma Aldrich

Hemitartrato de tilosina, Sigma Aldrich
Espiramicina, Sigma Aldrich

Josamicina, Sigma Aldrich

Roxitromicina, Sigma Aldrich

Ivermectina, Sigma Aldrich

Fosfato monobasico de sodio, Sigma Aldrich
Hidroxido de sodio, pureza > 99 %, Merck
n-hexano, pureza > 99 %, Merck

Metanol, grado HPLC, Scharlab

Acetonitrilo, grado HPLC, Scharlab

Agua ultrapura, resistividad de 18 MQ'cm, (sistema de agua Milli Q, Millipore Ibérica)

1.3. Disoluciones

Disolucién patréon de eritromicina

La disolucién patron de eritromicina se preparé diariamente disolviendo la cantidad apropiada de

eritromicina en la cantidad adecuada del diluyente, en funcién del ensayo realizado.
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Disolucion de fosfato monobasico de sodio 25 mM a pH 7 con acetonitrilo

Se prepard una mezcla de fosfato monobasico de sodio 25 mM a pH 7 con acetonitrilo (70:30

VIV).

Fase movil para el proceso cromatografico

- Se preparo disolviendo 5 g de NaH2PO4 en 500 mL de agua con calidad Milli-Q y se utilizé
hidroxido de sodio para ajustar el pHa 7. La solucion fue filtrada a través de un filtro de membrana

celulésica de 0,45 pym.

1.4 Muestras

Las muestras utilizadas en esta parte de la Tesis Doctoral que se presenta son muestras de
leche de oveja, recolectadas en el mismo estado de lactacion de las hembras y proporcionadas
por el CERSYRA, Centro Regional de Seleccion Animal y de Reproduccion en Valdepehas
(Ciudad Real, Espafa). Las muestras se refrigeraron y transportaron al laboratorio y se

congelaron a - 20 °C hasta su posterior utilizacion.
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2. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Los procedimientos analiticos desarrollados en esta parte de la Tesis Doctoral que se presenta

se describen a continuacion.

2.1 Preparacion de los polimeros de impresién molecular

Los polimeros de impresion molecular, MIPs, y sus correspondientes polimeros no impresos,
NIPs, han sido sintetizados mediante polimerizacién “en bloque” empleando radiacién

ultravioleta.

Parala sintesis de los MIPs, 2 x 10 2mmolde eritromicina fueron disueltos en 7 mL de acetonitrilo
en un tubo de vidrio de 25 mL e introducidos en un bafio de ultrasonido durante 10 minutos.
Seguidamente se agregaron 2,0 mmol del mondmero funcional (acido metacrilico), 10 mmol del
entrecruzante (etilenglicol dimetacrilato), y 5,1 mmol del iniciador de radicales 2-2'-
azobisisobutironitrilo. La mezcla se purgd con nitrégeno durante 10 minutos. El tubo de vidrio se
coloco bajo luz ultravioleta a 235 nm a 5 °C durante 3 h (MIP 1), o en un bafo de agua con
temperatura controlada por termostato a 65 °C durante 5 horas (MIP 2). El polimero monolitico
obtenido fue triturado en un mortero de vidrio y tamizado hasta obtener particulas de tamafio
comprendido entre 200 - 355 ym, adecuadas para la evaluacién del MIP mediante un proceso
SPE. Finalmente, el template 0 molécula molde y los compuestos no polimerizados fueron
eliminados por extraccion en Soxhlet con 80 mL de metanol durante 25 h, hasta que no se detecté
la presencia de eritromicina en los extractos recogidos. La determinacion analitica se realizo
mediante HPLC-DAD. Los polimeros no impresos (NIPs) fueron preparados bajo condiciones

idénticas excepto por la adicion del analito, que actua como molécula molde.

2.2 Pretratamiento de las muestras de leche

Las muestras de leche de oveja se descongelaron a temperatura ambiente y se homogeneizaron
calentando a 35 °C durante 5 minutos. Una alicuota de 1 mL de leche homogeneizada fue
fortificada con la cantidad adecuada de eritromicina, mezclada con agitacion manual y mantenida
a temperatura ambiente durante 20 minutos para permitir el equilibrio del macrolido con la matriz
de la muestra de leche. Se afiadi®é una mezcla de 4 mL de NaH:PO4: ACN (3:2, pH 7) y
simultaneamente 1 mL de acetonitrilo para precipitar las proteinas. La muestra fue centrifugada
durante 15 minutos a 1200 rpm vy filtrada antes de llevar a cabo el procedimiento de extraccion

en fase solida.
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2.3 Procedimiento cromatografico de determinaciéon y cuantificacion de los
antibioticos macrélidos

La separaciéon cromatografica de los analitos se realizé en una columna Prontosil C 18 (250 x 4,6
mm, 5 um), utilizando un programa de gradiente con la fase maévil, combinando el disolvente A (
disolucion buffer fosfato 25 mM, pH 7) con el disolvente B (acetonitrilo) como sigue: 50 % B (3
minutos) a 1 mL min"', 58 % B (8 minutos)a 1,2 mL min' y 70 % B (20 minutos) a 1,5 mL min-
'. La temperatura de la columna se mantuvo a 60 °C, el volumen de inyeccion fue de 20 uL y
todos los compuestos se eluyeron en 30 minutos. Las longitudes de onda del detector UV se
fijaron a 210 nm para la eritromicina y roxitromicina, a 231 nm para josamicina y espiramicina, a
254 nm para ivermectina y a 287 nm para la tilosina. La cuantificacion se efectud utilizando una

calibracion externa y midiendo el area de los picos.

2.4 Optimizacién del método MISPE

Se llevaron a cabo estudios de union de los polimeros sintetizados (MIP 1y MIP 2) en diferentes
disolventes con la finalidad de seleccionar el polimero mas adecuado para ser utilizado como
adsorbente en el método MISPE para la determinacién selectiva de eritromicina.

Para ello, una cantidad de 200 mg de polimero impreso y no-impreso se empaquetd
separadamente en cartuchos vacios de SPE de 3 mL entre dos fritas (longitud de 65 mmy 10
mm de diametro). Para favorecer el paso de flujo a través de los cartuchos, éstos se colocaron
en una caja de alto vacio, la cual cuenta con capacidad para 20 cartuchos y trabaja a un flujo de
0,7-1,0 mL min-'.Los cartuchos MISPE fueron acondicionados con 3x2 mL de metanol y 3x2 mL
de acetonitrilo. La etapa de la carga se llevdo a cabo empleando 1 mL de muestra de leche
previamente desproteinizada. Previo al paso de elucion, se elimind la grasa anadiendo 6x1 mL
de hexano. Se eluyé el analito usando 3x2 mL de metanol con 0.5 % de acido acético. Los eluatos
fueron evaporados a sequedad bajo una corriente de nitrégeno a 40 °C. Elresiduo fue redisuelto
con un volumen adecuado de la mezcla de NaH2PO4 25 mMa pH 7: acetonitrilo (70:30 v/v) y se
analizé por HPLC-DAD utilizando el método descrito anteriormente. Finalmente, el polimero fue
regenerado haciendo pasar a su través 3x2 mL de metanol y 3x2 mL de acetonitrilo, quedando

asi preparado para el siguiente ensayo.

2.5 Estudio de selectividad del método MISPE

Se ha llevado a cabo un estudio de la selectividad del método MISPE desarrollado. Para ello, se
han realizado ensayos para determinar el comportamiento del MISPE frente a otros antibiéticos
de la familia de los macrdlidos y de estructura similar a la eritromicina, tales como josamicina,

espiramicina, roxitromicina, ivermectina y hemitartrato de tilosina.
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Para los estudios de interferencia, se evaluaron las recuperaciones de los antibiéticos macrolidos
a tres niveles de concentracion: nivel bajo (josamicina, espiramicina ivermectina y tilosina a 10
mg L' y, eritromicina y rositromicina a 100 m L"), nivel medio (5:50 mg L"), y nivel alto (2,5: 25

mg L™").
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se describen los resultados obtenidos en las diferentes etapas de este trabajo de
investigacion cuyo objetivo fundamental es desarrollar sistemas alternativos de tratamiento de
muestra para la determinacion de residuos de antibiéticos macrdlidos, basados en el empleo de
polimeros de impresién molecular (MIPs) capaces de preconcentrar y extraer de forma selectiva

los antibidticos de esta familia de muestras de leche.

3.1 Preparacion de los polimeros de impresion molecular

3.1.1 Sintesis y evaluacion de los MIPs y NIPs

En esta investigacion se ha llevado a cabo la sintesis de 2 polimeros de impresién molecular,
MIPs, mediante la técnica de polimerizacién en bloque e impresién no covalente, utilizando luz
ultravioleta en frio (MIP 1), o en un bafo de agua con temperatura controlada a 65 °C (MIP 2),
siguiendo el procedimiento analitico que se ha descrito en el apartado 2.1 de Procedimientos de

la parte experimental.

Se empled la estrategia de polimerizacion en bloque ya que es la mas sencilla y no requiere de
material especifico. Como resultado de la polimerizacién, se obtiene un monolito o bloque (de
ahi su nombre), que ha de triturarse y tamizarse hasta obtener particulas de diferente tamario,
dependiendo de la posterior aplicacion del polimero. Se us6 una alta relacion molar de molécula
molde: entrecruzante (1:500) para obtener un alto grado de entrecruzamiento y una adecuada
rigidez en la matriz del polimero para producir cavidades especificas del tamano y forma
adecuada para preservar la memoria impresa. Se escogio6 el acido metacrilico como monémero
funcional debido a su habilidad ampliamente reconocida de formar enlaces de hidrogeno vy
porque el enlazamiento y eliminacion de la molécula molde puede realizarse bajo condiciones

moderadas.

El disolvente juega un papel importante en la morfologia final del polimero, siendo responsable
del diametro del poro e influenciando el reconocimiento de un analito especifico. En este trabajo
se ha seleccionado acetonitrilo como disolvente porégeno ya que ademas de ser un buen

disolvente de la eritromicina, no interfiere en la formacion de puentes de hidrégeno.

Los correspondientes blancos o polimeros no impresos (NIPs) fueron preparados bajo las
mismas condiciones pero sin afiadir el analito plantilla, con el objetivo de ser utilizados como

control.

Con la finalidad de seleccionar el MIP mas adecuado para ser utilizado como adsorbente en el
proceso SPE, se llevaron a cabo estudios de unidon en diferentes disolventes, tales como
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cloroformo, acetonitrilo y mezcla NaH2PO4:ACN (70:30) at pH 7. Estos estudios se llevaron a
cabo mediante el procedimiento que se describe en el apartado 2.4, empleando disoluciones de
1 mL de eritromicina con una concentracién de 50 mg/L. Las recuperaciones de eritromicina son
calculadas como la diferencia entre la cantidad de analito total cargada en el cartucho SPE y la
cantidad de analito presente en las fracciones recogidas tras el proceso de carga. En la Tabla 5

se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 5. Recuperaciones de eritromicina (1 mL, 50 mg L) obtenidas en los estudios de union en
diferentes disolventes: cloroformo, acetonitrilo y NaH2PO4: ACN (70:30, pH 7).

RECUPERACIONES ERY (%)
POLIMERO Cloroformo ACN NaH2POa4: ACN
(70:30, pH 7)
NIP1 10 £ 0,9 12 +1,7 16 £+ 0,7
MIP1 18 +1,2 78 +1,5 24 + 3,2
NIP2 9+14 4+0,7 9,5+ 3,1
MIP2 29 +£0,8 96 + 1,1 38+15

En general, el MIP 2 mostré mejores propiedades de reconocimiento que el MIP 1 en todos los
disolventes estudiados y la unién en acetonitrilo proporciond los mejores resultados, dando una
recuperacion de eritromicina de 78 % para el MIP 1 y de 96 % para el MIP 2. Las bajas
recuperaciones obtenidas para los NIPs (12 % para NIP 1y 4 % para MIP 2) indicaron que las
interacciones entre la molécula molde y los MIPs fueron principalmente especificas, y se
selecciond el MIP 2 como el sorbente 6ptimo para ser usado en el método de andlisis de

eritromicina por MISPE.

3.1.2 Optimizacion del MISPE

Para obtener la mejor selectividad y recuperacion en el procedimiento MISPE se optimizaron los
pasos de lavado y elucion.

En primer lugar se optimizo la etapa de lavado, para eliminar las interacciones no especfficas.
Para ello, se emplearon disoluciones de 1 mL de eritromicina con una concentracién de 50 mg/L,
y se evaluaron diferentes disolventes de lavado, tales comoH20 y mezclas H2O/ACN, en distintas
proporciones (50-100%), empleando diferentes volumenes, hasta un maximo de 6 mL. La Figura
17 muestra que los mejores resultados fueron obtenidos cuando el lavado se hizo con

acetonitrilo, dando pérdidas de eritromicina menores al 1 %, lo que implica que la eritromicina
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fue retenida completamente en el MIP. Por otra parte, la eritromicina es altamente soluble en
agua, cuando la proporcién de agua decrecid en la disolucion de lavado, se retuvo mas
eritromicina en el cartucho. El volumen o6ptimo de lavado fue 6 mL de acetonitrilo. Estos
resultados demuestran que el MIP exhibié alta afinidad por la eritromicina y confirmé que la
adsorcion de este compuesto fue debida a los sitios de enlazamientos impresos y no a

enlazamiento no especifico

30%

.
ACN

H,0 /ACN H;0 / ACN H0 / ACN H,0 / ACN
50:50 15:85 10:90 5:95

Figura 17. Recuperaciones de eritromicina obtenidas en las fracciones procedentes de la etapa de
lavado, empleando diferentes disolventes, cuando se cargd en cartucho MISPE una disolucién de 1 mL
de eritromicina de 50 mg L-1 en ACN.

El siguiente paso fue la optimizacion de la etapa de elucion. Por ello, para asegurar una completa
extraccion del analito adsorbido por la columna MISPE, es necesario encontrar el eluyente
apropiado. La mezcla de metanol con diferentes proporciones de acido acético ha sido
ampliamente utilizada para eluir al analito dado que el acido acético puede competircon el analito
para la funcionalidad del monémero y deteriora los enlaces ionicos que se forman entre ellos.
Basados en esta premisa y tomando en consideracion que la eritromicina no es estable a pH
acido, se evaluo la eficacia de varios disolventes para la elucion de eritromicina, incrementando
su polaridad, tales comoNaH2PO4: ACN, 70:30 a pH 7, metanol y metanol conteniendo diferentes
porcentajes de acido acético (0,25., 0,5 y 1 %), asi como diferentes volumenes (5-7 mL). La
Figura 18 muestra los resultados obtenidos en términos de porcentaje de recuperacion de
eritromicina, calculados como la diferencia entre la cantidad total de eritromicina cargada en el
cartucho MISPE y la cantidad medida en los eluatos obtenidos tras el proceso de elucién
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Figura 18. Recuperaciones de eritromicina obtenidas en las fracciones procedentes de la etapa de
elucién, empleando diferentes disolventes y wolumenes cuando se cargé en cartucho MISPE una
disolucion de 1 mL de eritromicina de 50 mg/L en ACN.

Como puede observarse, con el uso del disolvente menos polar (NaHz2PO4: ACN, 70:30 v/v a pH
7) se obtuvo una baja elucion de eritromicina (52 %). Los resultados mostraron que la presencia
de &cido acético en el disolvente de elucién proporcioné las mayores recuperaciones,
encontrandose que el disolvente éptimo para la elucion fue 0.5 % de acido acético en metanol, y
se necesitd un volumen de 6 mL (2x3 mL) para completar la elucién de eritromicina del cartucho.
Las interacciones idnicas pueden ser afectadas por la alteracion de la fuerza ibnica del disolvente
y solamente disolventes polares son capaces de competir con la eritromicina por los sitios de

enlazamiento permitiendo la rapida desorcion del analito enlazado.

3.2 Analisis de las muestras de leche

La leche es una matriz altamente compleja que contiene una gran variedad de compuestos
(proteinas, azucares, lipidos, entre otros), que pueden interferir en la eficiencia de
preconcentracion y recuperacion de eritromicina en SPE. Por lo tanto, antes del procedimiento
MISPE, se requiere un pre-tratamiento para la eliminacion de proteinas de las muestras de leche
para evitar bloqueos en el MIP.

En esta etapa de la investigacion se estudiaron algunos disolventes o mezclas de disolventes

como agentes de precipitacion, tales como acetonitrilo, NaH2PO4: acetonitrilo (3:1, 3:2 v/v)
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modificando los valores de pH (5, 6, 7) y también fueron evaluados diferentes volumenes de esas
disoluciones (3, 4, 5, 6 mL). Los mejores resultados de precipitacién de proteinas se obtuvieron
cuando se utilizd una mezcla de NaH2POa4: acetonitrilo (4 mL, 3:2 v/v) a pH 7 mas 1 mL de
acetonitrilo. Después del paso de precipitacién de las proteinas, la muestra de leche estuvo lista
para ser analizada por el método MISPE descrito en el apartado 2.4 de Procedimientos,
incluyendo el paso adicional de eliminacion del contenido de materia grasa y evitar asi las

interferencias en la determinacion.

La eliminacion de la materia grasa se llevd a cabo antes de la etapa de lavado y el uso de n-
hexano proporciond extractos limpios y recuperaciones de eritromicina mayores al 95 %. Se
alcanzaron resultados 6ptimos con 6x1 mL de hexano. Se observo que la eliminacion de la grasa
actué como un paso de lavado, siendo innecesario un lavado adicional con acetonitrilo,

permitiendo que el paso de elucién se llevara a cabo inmediatamente después.

El procedimiento de elucion oOptimo se alcanzé con una mezcla de MeOH/acido acético
conteniendo 0.5 % de acido acético (3x2 mL). Después que el procedimiento MISPE fue
completado, se recogieron los eluatos, se llevaron a sequedad y se reconstituyeron en un
volumen de 1 mL en una mezclade NaH2PO4 25 mM a pH 7,0: acetonitrilo (70:30 v/v). Finalmente
la eritromicina en el extracto lacteo fue detectada por HPLC-DAD.

3.3 Caracteristicas analiticas del método

Se realiz6 la validacion del método MISPE propuesto para evaluar la exactitud y precision, su
rango lineal y el limite de cuantificacion (LOQ), usando muestras de leche fortificadas.

Se evalud la exactitud, calculando la recuperacion obtenida para la eritromicina en el
procedimiento MISPE empleando 1 mL de muestra de leche enriquecida a tres niveles de
concentracion: nivel bajo (24,2 ug Kg'), nivel medio (48,3 pg Kg'), y nivel alto (482,6 ug Kg”).
Los residuos obtenidos fueron analizados por HPLC-DAD por triplicado. Las recuperaciones
obtenidas fueron mayores a 95 % y sus correspondientes desviaciones estandar relativas (RSD)
fueron menores al 2 %. La repetibilidad intra e inter dia, fue determinada en ensayos por triplicado
a niveles de fortificacion de 48,3 ug Kg' y 482,6 ug Kg'. Las recuperaciones intra-dia se
encontraron en el rango de 91,2 % a 99,7 % con RSD menores a 2,2 %; para la repetibilidad
inter-dia las recuperaciones se encontraron en el rango de 92,2 % hasta 98,8 % con RSD
menores a 5 %. La linealidad del método con HPLC-DAD se probd en el rango de 24 — 965 ug
Kg'. La curva de calibracion fue obtenida preparando mezclas de leche fortificadas por triplicado,
conteniendo concentraciones de eritromicina en el rango de trabajo y mostré linealidad (y = 0,23
C + 12,36) con un coeficiente de determinacion de R? = 0,9994. El limite de cuantificacion,
calculado como la concentracion mas baja que es posible cuantificar con un valor de RSD por

debajo del 5 %, fue 24,1 ug Kg'. La Tabla 6 muestraun resumende las caracteristicas analiticas.
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Los resultados demostraron que la metodologia propuesta MISPE-HPLC es sencilla de llevar a
cabo y fue exitosamente aplicada para la determinacion de eritromicina en leche de oveja a

niveles por debajo del limite maximo de residuo establecido por la Unién Europea (40 ug Kg™).

Tabla 6. Caracteristicas analiticas del método MISPE desarrollado.

% Recuperacion Inter-dia (%) Intra-dia (%)
S Concentracion Concentracion LOQ
Antibiot
MPIOHCO 1 Bajo | Medio | Alto (kg kg!) (bg kg!) (Mg kg)
nivel nivel nivel

482,6 48,3 482,6 48,3

ERY 99,0+1,7 | 98,9+0,9 | 98,9+0,7 | 98,845,0 | 92,2+3,4 | 99,7+0,8 | 91,2422 241

3.4 Estudio de selectividad

La técnica de impresion molecular permite el disefio de nuevos materiales artificiales de
reconocimiento especifico. Después de la eliminaciéon de la molécula molde, el MIP muestrauna
alta selectividad hacia la moléculaimpresa debido al ordenamiento de los grupos funcionales de
las unidades del mondémero alrededor de la molécula impresa. Para verificar la selectividad del
MISPE hacia la eritromicina, se examinaron otros antibidticos macroélidos con estructuras
quimicas similares como moléculas competitivas: josamicina, espiramicina, roxitromicina,
ivermectina y hemitartrato de tilosina. Para los estudios de interferencia, se ensayo la
recuperacion de los macrolidos a tres niveles de concentracion por el procedimiento MISPE
desarrollado: nivel bajo (josamicina, espiromicina, ivermectina y hemitartrato de tilososina a 10
mg L' y eritromicina y roxitromicinaa 100 mgL™"), nivel medio (5:50 mg L") y nivel alto (2,5:25
mgL"). Las recuperaciones obtenidas para josamicina, espiramicina, ivermectina y hemitartrato
de tilosina se encontraron entre 15 y 35 %, mientras que para la eritromicina y roxitromicina
fueron mayores a 98 y 85 % respectivamente. La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos, en
términos de porcentaje de recuperacion, calculados como la diferencia entre la cantidad de

analito inicial adicionada y la cantidad detectada en los eluatos.
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Tabla 7. Estudio de selectividad. Porcentajes de recuperacion obtenidos para los antibidticos macrdlidos
estudiados a tres niveles de concentracion: Bajo nivel (JOS, SPI, IVER, TYL, 10 mg L™'y ERY, ROX, 100
mg L"), nivel medio (5:50 mg L"), nivel alto (2.5:25 mg L™").

Antibiético % Recuperacion % Recuperacion % Recuperacion

Bajo nivel Medio nivel Alto nivel
ERY 98,3+ 1,8 98,6 +1,2 98,1+0,9
ROX 88,3+ 2,6 88,7+ 5,5 84,7+ 3,2
SPI 353+74 30,3+1,5 27,3+0,6
JOS 34,3+3,8 353+2,5 32,3+4)9
IVER 28,4 +1,2 21,0 + 3,1 28,1+1,2
TYL 14,2 + 3,3 19,3+ 5,1 24,3 +0,6

La selectividad especifica exhibida para la roxitromicina se debe a que éstatiene una estructura
mas similar a la eritromicina que los otros antibiéticos macrdlidos estudiados, sin embargo no
hubo interferencia durante la determinacion cromatografica debido a la diferencia entre los
tiempos de retencion de ambos compuestos. Los resultados demostraron que la columna MIP-
SPE exhibié selectividad especifica para la eritromicina en presencia de otros compuestos

estructuralmente relacionados.

La Figura 19 muestra los cromatogramas obtenidos en el estudio de selectividad a diferentes

longitudes de onda para poder determinar cuantitativamente los 6 macrdlidos estudiado.
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Figura 19. Cromatogramas obtenidos para los 6 antibiéticos macrolidos estudiados a un nivel de
concentracion de 50 mg L-1 para ERY y ROX, 5 mg L-1 para JOS, SPI, IVER y TYL: (a) Mezcla de
patrones en acetonitrilo, (b) Eluato de muestra de leche obtenido tras el proceso MISPE desarrollado.
Cromatogramas obtenidos a distintas longitudes de onda: (1) ERY y ROX a 210 nm; (2) SPly JOS a 231
nm; (3) IVER a 254 nm y (4) TYL a 287 nm.

4. Conclusiones

En este trabajo de investigacion se ha desarrollado una metodologia de extraccion en fase solida
empleando polimeros de impresion molecular (MISPE), para la determinacion del antibiético
eritromicina en muestras de leche de oveja.

La selectividad del MISPE ha sido evaluada en presencia de otros antibiéticos pertenecientes a
la familia de los antibiéticos macrolidos, que tienen estructuras similares a las de la ERY,
mostrando que el método propuesto es altamente selectivo, y que la reactividad cruzada que
presentan estos compuestos es insignificante. El polimero sintetizado mostré buena selectividad
y elevada capacidad de reconocimiento para ERY, permitiendo también la extraccion del

antibiético ROX, sin reactividad cruzada.

El polimero se ha utilizado para mas de 200 ensayos sin ninguna sefal de degradacion, lo que
permite afirmar que éste posee gran estabilidad.

El método desarrollado implica una simplificacion y un ahorro de tiempo considerable en el
tratamiento de la muestra, ya que es posible la eliminacion del contenido graso de las muestras

durante el procedimiento MISPE, evitando una etapa previa de lavado.
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El procedimiento MISPE desarrollado posee la suficiente sensibilidad como para permitir la
determinacion de ERY a niveles de concentracion por debajo de los limites exigidos por la UE,

que establece un limite maximo de residuos de 40 mg kg™' de ERY en leche de oveja.

Este trabajo constituye un avance significativo en la simplicidad y eficiencia para la evaluacion
del riesgo potencial de la exposicion a residuos de eritromicina en una matriz compleja como es

la leche de oveja.
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ABSTRACT

The paper describes a new and selective analytical sample treatment for quantitative extraction and
preconcentration of erythromycin in presence of other macrolide antibiotics in sheep milk samples. The
methodology is based on the use of a molecular imprinted polymer (MIP) employed as solid phase ex-
traction sorbent (MISPE). The synthesized material by bulk polymerization using erythromycin (ERY) as
template was evaluated as solid phase extraction sorbent, in a novel sample treatment technique that
can be coupled to high-performance liquid chromatography with diode-array detector (HPLC-DAD). MIP
selectivity was studied for other macrolide antibiotics with similar structures, such as tylosin (TYL),
spiramycin (SPI), josamycin (JOS), roxithromycin (ROX) and ivermectin (IVER) getting recoveries for these
interferents lower than 35%, for all cases except for ROX, which recoveries were around 85%. The vari-
ables affecting the molecularly imprinted solid-phase extraction (MISPE) procedure were optimized to
select the best conditions of selectivity and sensitivity to determine ERY at concentration levels estab-
lished by EU legislation in sheep milk. Under the selected experimental conditions, quantification limit
was 24.1 ug kg'. Recoveries were higher than 98%, with RSDs between 0.7% and 2%. The proposed MISPE-

HPLC method was validated and successfully applied to ERY analysis in sheep milk samples.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Erythromycin (ERY) is a representative of macrolide antibiotics
produced by Saccharopolyspora erythrea. It has an antimicrobial spec-
trum similar to or slightly wider than of penicillin and is often
prescribed for people who have an allergy to it (Blasi, 2004; Mills
et al., 2005). This macrocyclic antibiotic contains in the structure
a 14-membered lactone ring with ten asymmetric centers and two
sugars (L-cladinose and D-desosamine), making it a compound very
difficult to produce via synthetic methods (Mazzei et al., 1993;
Stephenson et al., 1994). Due to its biological effect against Myco-
plasma and Gram-positive bacteria, ERY is extensively applied in
veterinary practice, being, sometimes, administered as feed addi-
tives or via drinking water in order to prevent the outbreak of
diseases and also in cases of disease, for dehydration or to prevent
losses during transportation. Unfortunately, these applications of
antibiotics and the lack of observance of the withdrawal time after
treatment in animals have led to the presence of antibiotic resi-
dues in foods, which is potentially hazardous for human health (Forti

* Corresponding author. C/Senda del Rey n° 9, 28040 Madrid, Spain. Tel.: +34 91
398 73 66; fax: 0034913986697.
E-mail address: rmgarcinuno@ccia.uned.es (R.M. Garcinufio-Martinez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2014.12.020
0278-6915/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

and Scortichini, 2009). The presence of ERY residues in foodstuff may
cause toxic effects on consumers, especially in the most vulnera-
ble risk groups, such as infants (Rodriguez et al., 2010). The use of
this antibiotic and similar compounds may result to antibiotic re-
sistance in treatment animal and humans, who can be affected by
allergic reaction. For this reason, legislation regarding the control
of antibiotic residues in live animals and animal products is given
in Council Directive 96/23/EC (European Commission, 1996). In the
context of this directive, details for methods and their perfor-
mance criteria are described in Commission Decision 2002/657/
EC (European Commission, 2002). The EU Council regulation 2377/90
provides the Community procedure for the establishment of
maximum residue limits (MRLs) of veterinary medicinal products
in foodstuffs of animal origin (European Commission, 1990). Due
to limitations established by EU for ERY in milk, rapid sensitive and
selective analytical procedures for ERY analysis are required. Now-
adays, chromatography techniques, such as high-performance liquid
chromatography coupled to diode-array (HPLC/DAD) (Garcia et al.,
2006; Xiachang et al., 2009) or mass spectrometry (HPLC/MS/MS)
detectors (Liu et al., 2010; Wang and Leung, 2007), have been used
to determine ERY levels in milk samples. However, due to the
complex nature of this sample matrix and, in general of alimenta-
ry samples, the development of efficient pretreatments for clean-
up and preconcentration is necessary in order to reduce the
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interferences and improve accuracy and precision in the analysis.
In that regard, the application of molecular imprinting technology
in the design of new, efficient and selective methods to achieve these
objectives in food applications is constantly increasing (Beltran et al.,
2014; Granja et al., 2009). Much of the current research in the mo-
lecular imprinting field, for ERY determination, is concentrated on
solid phase extraction (SPE) (Ezhova et al., 2011). In addition to the
existing advantages of SPE, for example compared with liquid/
liquid extraction (LLE) as low solvent consumption and the possibility
of automation, molecularly imprinted-solid phase extraction (MISPE)
technology offers predetermined selectivity for analytes of inter-
est and the possibility of different MIP configurations, which is well
suited for analytical chemistry. In this sense, different MIP formats
to apply in SPE, such as nanoparticles (Kou et al., 2011, 2012), ma-
terials by sol-gel (Zhaohui et al., 2010) or polymer based on carbon
nanotubes (Lian et al., 2012) have been developed for ERY
determination.

The aim of this paper was the synthesis of a novel molecularly
imprinted functional material and its application as SPE sorbent for
the quantitative extraction of ERY in sheep milk samples. The se-
lectivity of the ERY-polymer with respect to other macrolide
antibiotics was evaluated. The determination of ERY was carried out
in sheep milk samples by HPLC-DAD. This kind of milk sample comes
from La Mancha region in Spain, and is used to produce the pres-
tigious Manchego cheese which is granted Protected Designation of
Origin (PDO) status by the European Union.

2. Experimental procedures
2.1. Reagents and solutions

Ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) and methacrylic acid
(MAA) were purchased from Merck (Darmstadt, Germany), 2-2’-
azobisisobutyronitrile (AIBN) from Fluka (Buchs, Switzerland).
Commercial antibiotic standards (erythromycin, tylosin hemitartrate,
spiramycin, josamycin, roxithromycin, ivermectin) and sodium phos-
phate monobasic were supplied by Sigma Aldrich (Madrid, Spain).
Sodium hydroxide and n-hexane (purity > 99%) were obtained from
Merck (Darmstadt, Germany). All reagents used were of analytical
grade or better. Ultra-pure water (18.2 MQ cm quality) was ob-
tained using a Milli Q water system (Millipore Ibérica, Madrid, Spain).

Stock standards solutions of individual compounds at 1 g L™! were
prepared every 3 months by exact weighing of the powder and dis-
solved in 10 mL of methanol of HPLC-grade from Scharlab (Barcelona,
Spain), which were then stored at 4 °C in the dark. A standard so-
lution of each macrolide antibiotic (500 mg L™!) were prepared by
diluting the stock solution with acetonitrile (ACN) of HPLC-grade
from Scharlab, and also stored at 4 °C in the dark. The working stan-
dard solution at adequate concentration of ERY was daily prepared
by appropriate dilution of the mentioned solution with the dilu-
tion mixture NaH,PO, 25 mM at pH 7/acetonitrile (70:30). Aqueous
solvent of the mobile phase was made by dissolving 5 g of NaH,PO4
in 500 mL of Milli-Q water and sodium hydroxide was used to adjust
the pH at 7. Subsequently, the solution was filtered through a 0.45 um
cellulosic membrane filter.

2.2. Instrumentation

HPLC analysis was performed on an Agilent Technologies model
1200 series liquid chromatographic equipped with an Agilent 1290
quaternary pump, auto sampler, and photo-diode array detector
(Agilent Technologies, Germany). An ultraviolet lamp (Vilber Lourmat
CN-6T) and a Digiterm 3000542 thermostat-controlled waterbath
(Selecta, Barcelona, Spain) were used to provide the polymeriza-
tion process. All pH readings were made with a Metrohm 654 pH
meter. Template extraction was performed using a soxhlet extractor

system with cellulose extraction thimbles. Imprinted and control
polymers were ground in a glass mortar (Aldrich, Madrid, Spain)
and then passed through CISA standard sieves (200-355 um) (Afora,
Madrid, Spain). SPE was performed using a 20-Port Vacuum SPE
manifold System (Supelco, Spain) with vacuum control-press pump
(Selecta). Empty SPE cartridges (Supelco) of 3 mL of capacity with
polyethylene frits were used to pack the solid phase.

2.3. Procedures

2.3.1. Milk samples pretreatment protocol

Several fresh morning milk samples from different sheep in the
same stage of lactation were collected from CERSYRA, a Regional
Centre of Animal Selection and Reproduction in Valdepeiias (Ciudad
Real, Spain). The samples were transported to the laboratory and
stored at —20 °C until use.

The protocol used for pretreatment of spiked milk samples is
detailed below. Milk samples were allowed to thaw at room tem-
perature and homogenized by heating at 35 °C for 5 min. An aliquot
of 1 mL of homogenized milk was spiked with the desired amount
of ERY, mixed by manual shaking and maintained at room temper-
ature for 20 min to allow the equilibration of the macrolide with
the milk matrix. Mixture of 4 mL NaH,PO4:ACN (3:2, pH 7) and 1 mL
ACN were added simultaneously to precipitate the proteins. Sample
was then centrifuged for 15 min at 1200 rpm and filtered with a
fold filter before the application of extraction procedure.

2.3.2. Synthesis of molecularly imprinted polymer

For preparation of MIPs, 2 x 10-2mmol of ERY was dissolved in
7 mL of ACN in a 25 mL glass tube and sonicated during 10 minutes.
The functional monomer (MAA, 2.0 mmol), the cross-linker (EGDMA,
10.0 mmol) next, the radical initiator (AIBN, 5.1 mmol) were added.
This mixture was purged with nitrogen for 10 min. The glass tube
was then placed in a thermostat-controlled waterbath at 65 °C for
5 h, or under UV light at 235 nm at 5 °C for 3 h. The monolithic poly-
mers obtained were crushed and sieved in a glass mortar to obtain
particles with sizes of 200-355 pum, suitable for SPE evaluation.
Finally, the template and non-polymerized compounds were
removed by soxhlet extraction with MeOH (80 mL) for 25 h, until
no ERY was detected by HPLC-DAD. Non-imprinted polymers (NIPs)
were prepared under identical conditions except for the addition
of the analyte.

2.3.3. Chromatographic conditions

Chromatographic separation of the analytes was performed on
a Prontosil C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) HPLC column from Scharlab.
A gradient program was used with the mobile phase, combining
solvent A (25 mM phosphate buffer solution, pH 7) and solvent B
(acetonitrile) as follows: 50% B (3 min) at 1 mL min™!, 58% B (8 min)
at 1.2 mL min~" and 70% B (20 min) at 1.5 mL min~'. The column tem-
perature was kept at 60 °C. The injection volume was 20 puL, and all
the compounds eluted within 30 min. The UV detector wave-
lengths were set at 210 nm (ERY, ROX), 231 nm (JOS, SPI), 254 nm
(IVER) and at 287 nm (TYL). Quantification was performed using ex-
ternal calibration and peak area measurements.

2.3.4. MISPE procedure

An amount of 200 mg of dry imprinted and non-imprinted
polymer was packed separately into empty SPE cartridges of 3 mL
between two frits (Ilength of 65 mm and i.d. 10 mm). MISPE steps
were carried out at 0.7-1.0 mL min~! on a vacuum manifold for 20
cartridges. MISPE cartridges were conditioned with 3 x 2 mL of MeOH
and 3 x 2 mL of ACN prior to extraction. Then, 1 mL of milk sample
previously pre-treated, following the procedure described in section
2.3.1 to erase the proteins, was loaded. When the sample loading
was completed, prior to the elution step, the removal of fat was
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carried out adding 6 x 1 mL of hexane. Then, the target analyte was
eluted using 3 x 2 mL MeOH with 0.5% acetic acid. Elutes were evapo-
rated to dryness under a gentle flow of nitrogen at 40 °C. The residue
was re-dissolved with the adequate volume of mixture NaH,PO4
25 mM (pH 7)/acetonitrile (70:30) and they were analyzed by HPLC
using the method described above. Finally, the polymer was regen-
erated by passing 3 x 2 mL of MeOH and 3 x 2 mL of ACN for the next
assay.

3. Results and discussion
3.1. Preparation and evaluation of molecularly imprinted polymers

Two non-covalent MIPs were synthesized by “bulk” polymer-
ization using ERY as template to obtain a suitable MISPE for selective
extraction of ERY. MIPs synthesis were carried out with the same
ratios of template to monomer and cross-linker (1:100:500), but
the polymerization process was allowed to proceed either under
UV light (MIP1) or in a thermostat-controlled waterbath (MIP2). The
corresponding NIPs were also synthesized.

A sufficient mechanical stability and a high degree of cross-
linking of the polymer are certainly required for chromatography
applications to obtain good separations. On that basis, a high molar
ratio of template/cross-linker (1:500) was used in order to obtain
a high degree of cross-linking and adequate rigidity in the polymer
matrix to produce specific cavities of the correct size and shape and
to preserve the imprinted memory. MAA was chosen as functional
monomer due to its widely recognized ability to form hydrogen
bonds, and because the binding and removal of the molecule tem-
plate can be performed under mild conditions. The nature of the
solvent polymerization or porogen is a very important factor to con-
sider in the synthesis of MIPs. The porogen plays an important role
in the final polymer morphology, being the one responsible of the
pore diameter and influencing the recognition of the specific analyte.
Usually, the non-covalent MIPs synthesis should be performed in
aprotic and apolar solvents to avoid disabilities in the ionic inter-
actions and hydrogen bonds between target and the functional
monomer. For this reason, and taking into account that ERY is soluble
in acetonitrile, this was the porogen selected for MIPs prepara-
tion. In regards to the polymerization method, it has influence in
the morphology as well as the specific recognition characteristics
of the polymer. Two different polymerization procedures were
carried out: UV-initiated photopolymerization (235 nm) at 5 °C for
3 h (MIP1) and thermally initiated polymerization in a thermostat-
controlled waterbath at 65 °C for 5 h (MIP2). The polymers obtained
as bulk solids were ground with a glass mortar and sieved to obtain
particles in the adequate size range, suitable for MISPE evaluation.
Finally, polymers were extracted in a soxhlet apparatus to remove
the template, and the washed MIP solutions were analyzed by HPLC
to check the absence of ERY in MIP materials.

The corresponding blank or non-imprinted polymers were pre-
pared under the same conditions without the use of template to
act as control.

Binding studies in different solvents for both synthesized poly-
mers (MIP1 and MIP2) were carried out in order to select the most
suitable polymer to act as sorbent for a selective solid phase ex-
traction for ERY determination. The MIP applicability was evaluated
following the procedure described in Section 2.3.4. For that, differ-
ent loading solvents were tested: chloroform, ACN and NaH,PO4:ACN
(70:30) at pH 7, 1 mL of 50 mg L' ERY standard solution, prepared
in each solvent mentioned above. Then, a washing step using ACN
(3 x2 mL) was carried out. The quantitative recovery of ERY was
evaluated by the no bound analyte onto the MIP, and calculated as
the difference between ERY total amount loaded onto the car-
tridge initially, and collected ERY in the fractions from the loading
and washing steps. Table 1 summarizes the recoveries obtained for

Table 1

Comparison of MISPE recoveries obtained for ERY standard solution (1 mL, 50 mg L™!)
from binding studies in different loading solvents: chloroform, ACN and NaH,PO4:ACN
(70:30, pH 7).

Polymer ERY recoveries (%)
Chloroform ACN NaH,PO4:ACN
(70:30,pH 7)
NIP1 10+£09 12+ 1.7 16+0.7
MIP1 18+1.2 78+ 1.5 24+3.2
NIP2 9+14 4+0.7 9.5+31
MIP2 29+0.8 96+ 1.1 38+15

the different solvents assayed. In general, MIP2 showed better rec-
ognition properties than MIP1 in all solvents tested. When
chloroform or NaH,PO4:ACN (70:30) at pH 7 were used, recoveries
were lower than 40% for both, MIP1 and MIP2. Binding from ACN
provided the best results, being 78% for MIP1 and 96% for MIP2. These
results are according to the fact that generally the MIP exhibits better
molecular recognition in the solvent used as a porogen during po-
lymerization. The low recoveries obtained for NIPs (lower than 16%)
indicated that the interactions between the template and MIPs were
mainly specific. In case of NIP2, recovery in ACN was lower than
4%. Therefore, it can be concluded that ACN provides maximal in-
teractions between ERY molecules and the binding sites in
synthesized MIPs and also that, MIP2 exhibits a higher imprinting
effect toward the analyte than MIP1. Then, MIP2 was selected as
optimum sorbent for use in further experiments for the develop-
ment of an off-line MISPE for ERY.

3.2. MISPE optimization

The functionality of ERY-MIP2 was confirmed in these previ-
ous binding studies and its performance was compared with NIP2
simultaneously under identical conditions to prove the nonspe-
cific binding.

To obtain the best selectivity and recovery in the MISPE proce-
dure, using MIP2, key factors influencing SPE efficiency, such as
washing and elution steps were optimized. First washing step was
tested using several solvents to wash off the non-specifically ad-
sorbed compounds: H,O and H,O/ACN mixtures at increasing
ACN proportions (50-100%) up to 6 mL (3 x 2 mL). Fig. 1 shows the
results obtained when 1 mL of ERY standard solution at 50 mg L!
in ACN was loaded onto the cartridge. The best results were ob-
tained when the washing solvent used was ACN. As can be seen,
losses of ERY were less than 1%, which imply that ERY was com-
pletely retained on the MIP. On the other hand, as ERY is highly
soluble in water, when the proportion of water decreased in the
washing solution, most of the ERY was retained in the cartridge.
Therefore, a volume of 6 mL of ACN was used as optimum washing
conditions. These results demonstrated that the MIP exhibited high
binding affinity for ERY, and confirmed that the adsorption of this
compound was due to imprinted binding sites and not to nonspe-
cific binding.

To ensure a complete extraction of the adsorbed analyte from
MISPE column is necessary to find out the appropriate eluent. It is
a long-established principle that a mixture of methanol with dif-
ferent proportions of acetic acid is usually used to elute the analyte
because acetic acid can compete with the analyte for the function-
ality of the monomer and impair the ionic bonds formed between
them. Based on these premises, and taking into consideration that
ERY is not stable at acid pH, the efficacy of various solvents for the
elution of ERY was evaluated to optimize this technique for quan-
titative accuracy and to confirm the nature of specific interactions
between the target molecule and the binding sites. The solutions
examined were NaH,P04:ACN, 70:30 at pH 7, MeOH and MeOH
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Fig. 1. Percentages of ERY obtained in all fractions collected from washing step using different washing solvents (H20, H,O/ACN mixtures) when ERY standard solution was

loaded onto the cartridge (1 mL of 50 mg L™! in ACN).

containing different percentages of acetic acid (0.25, 0.5 and 1%),
and different volumes (5, 6, and 7 mL) were assayed. Fig. 2 illustrates
the effect of solvent polarity on elution efficacy in terms of quan-
titative recoveries of ERY in MIP. Recoveries were calculated from
the fractions collected from elution step with respect to the total
amount of ERY load onto the cartridges. As a general trend, an in-
crease in the elution efficacy can be seen with increasing solvent
polarity. With the use of less polar solvent (NaH,PO4:ACN, 70:30 at
pH 7) a low elution of bound ERY (52%) was obtained.

The results showed that the presence of acetic acid in the elution
solvent provided higher recoveries than pure MeOH and by in-
creasing the content of acetic acid up to 0.5%, extraction recoveries
increased slightly to reach a value of 98%. However, when a higher

110%
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90%

ERY elution percentage

80% I
70% [
Af
60%
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50% J; mV=7mL
40%
30%
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0%

amount of acetic acid was used, elution efficacy decreased
considerably. One percent acetic acid allowed extraction of only 63%
of ERY. This observation can be explained due to the fact that ERY
is degraded at increasingly acidic pH. These studies revealed that
the optimum elution solvent was 0.5% acetic acid in MeOH, and a
volume of 6 mL (2 x 3 mL) was necessary for the complete elution
of ERY from the cartridge. The results suggest that ERY was bound
to the binding sites through hydrogen bonds and ionic interac-
tions which cannot be disrupted through apolar solvents or solvents
with low polarity. It can be claimed that these ionic interactions may
be affected by the alteration of the ionic strength of the solvent, and
only polar solvents are able to compete with ERY for the binding
sites allowing the rapid desorption of bound analyte.

V=5mL

NaH;PO,/ACN 30%  MeOH

MeOH/HAc 0.25% MeOH/HAc 0.5%

MeOH/HAc 1%

Fig. 2. Elution percentages of ERY in MISPE for different solutions: NaH2PO4:ACN (70:30, v/v), MeOH and MeOH at 0.25, 0.5, 1% in acetic acid. Several volumes of elution
solvent (5-7 mL) were tested. The studies were developed with 1 mL of ERY standard solution at 50 mg L' in ACN.
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3.3. Milk samples analysis

Milk is a highly complex matrix containing a great variety of com-
pounds (proteins, sugars, lipids ...) that can interfere in the
preconcentration efficiency and recovery of ERY in SPE. Therefore,
prior to MISPE procedure, a pre-treatment for proteins removal from
the milk samples was required in order to avoid blockages in the
MIP. For this study, several precipitating solvents or mixtures were
studied: ACN, NaH,PO4:ACN (3:1, 3:2) modifying pH value (5, 6, 7).
Different volumes of these solutions (3, 4, 5, 6 mL) were also tested.
When the precipitation process was performed with ACN or
NaH,PO4:ACN, it was observed that the samples remained with
protein residues, offering the best results of the mixture 3:1
NaH,PO4:ACN, at pH 7. In any case, the precipitation process yield
was better when 5 mL of solvent were added. Higher amounts of
solvent did not involve an improvement in the process. These studies
provided clear guidance to the choice of a suitable precipitation
solvent for proteins. Then, precipitation proteins was produced more
extensively when a mixture of NaH,PO4:ACN (4 mL, 3:2) at pH 7 plus
1 mL of ACN was used. After the proteins precipitation step, milk
sample was ready to be analyzed by the above described MISPE pro-
cedure, including an additional step to remove the fat content and
so avoid fat interferences in the determination.

Fat removal was carried out before the washing step, and was
optimized taking into account a previous research (Garcia et al.,
2006). For that study two different solvents (n-hexane and 0.5 M
NaOH) were examined varying the volume of them within the range
6-8 mL. When 0.5 M NaOH was used at all volumes tested, the com-
plete removal of fat was not allowed. The samples after the complete
MISPE procedure showed a fat residue which prevented their correct
HPLC-DAD analysis. The use of n-hexane provided clean extracts,
and ERY recoveries were higher than 95%. The optimum results were
achieved with 6 x 1 mL of hexane. Increasing the volume of solvent
until 8 mL did not show a significant yield improvement. It was ob-
served that fat removal acted as washing step, being unnecessary
an additional washing with ACN, allowing the elution step to be
carried out immediately.

Optimal eluting performance, as it was reported in section 3.2,
was achieved with MeOH:acetic acid mixture containing 0.5% of
acetic acid (3 x 2 mL). After a MISPE procedure was completed, the
eluents collected were taken to dryness and reconstituted in a
volume of 1 mL in NaH,PO4 25 mM at pH 7.0/acetonitrile (70:30)
mixture. Finally ERY in the milk extracts was detected by HPLC-DAD.

3.4. Analytical performance

Validation of the proposed method was performed to evaluate
the accuracy and precision of the MISPE protocol, its linear range
and limit of quantification (LOQ), by using spiked milk samples in
all work performed. Results were summarized in Table 2. The ac-
curacy was evaluated by calculating the recovery obtained for ERY
in MISPE procedure of 1 mL of spiked milk samples at three con-
centration levels: low level (24.2 ug kg '), medium level (48.3 ugkg™')
and high level (482.6 ug kg'). Obtained residues were analyzed by
HPLC-DAD in triplicate. Recoveries were higher than 95% and their
corresponding relative standard deviations (RSD) were less than 2%.
The intra-day repeatability and inter-day reproducibility were

Table 2

determined in triplicate assays at 48.3 ug kg~! and 482.6 ug kg!
spiking levels. Intra-day recoveries ranged from 91.2% to 99.7% with
RSDs less than 2.2%; for the inter-day repeatability, recoveries ranged
from 92.2% to 98.8% with RSD less than 5%. The linearity of the
method with HPLC-DAD detection was tested in the range of
24-965 pg kg'. Calibration curve was obtained by preparing spiked
milk samples in triplicate, containing concentrations of ERY in that
working range. The calibration curve obtained (y=0.23 C+12.36)
showed linearity, with correlation coefficient R? = 0.9994. The limit
of quantification, calculated as the lowest concentrations with RSD
below 5%, was 24.1 ug kg'. The results demonstrated that the op-
timized MISPE-HPLC methodology proposed is easily and successful
applied for determination of ERY in sheep milk at levels lower than
the maximum residue limit established by the European Union

(40 ug kg™).

3.5. Selectivity study

The molecular imprinting technique allows the designing of new
artificial materials of specific recognition. After removal of tem-
plate molecule, MIP shows a high selectivity to the imprinted
molecules due to the arrangement of the functional groups of the
monomer units around the print molecules. In order to verify the
selectivity of MISPE toward ERY, other macrolide antibiotics with
similar chemical structures as competitive molecules: josamycin
(JOS), spiramycin (SPI), roxithromycin (ROX), ivermectin (IVER) and
tylosin hemitartrate (TYL) were examined. For interference studies,
recoveries of macrolide antibiotics at three concentration levels were
tested by the MISPE procedure developed: low level (JOS, SPI, IVER,
TYL at 10 mg L' and ERY, ROX at 100 mg L-!), medium level
(5:50 mg L), high level (2.5:25 mg L ). Fig. 3 shows the chromato-
grams obtained in selectivity study at different wavelengths (a) for
a standard mixture of the six macrolides studied and (b) for a milk
sample spiked under the established MISPE method. Table 3 shows
the results obtained in terms of percentages of recovery, calcu-
lated as the fractions collected from elution step with respect to the
total amount of each compound load onto the cartridge. Recover-
ies obtained for JOS, SPI, IVER and TYL were between 15 and 35%,
while for ERY and ROX were higher than 98 and 85%, respectively.
The results were consistent according to the structures. The polymer
showed higher adsorption capacity toward ERY than toward the other
macrolide antibiotics studied due to this compound acting as mol-
ecule template during the synthesis. On the other hand, the polymer
also exhibited specific selectivity for ROX which has a structure more
similar to ERY compared to the other compounds assayed, being
the most possible interfering compound that can significantly affect
clean-up efficiency. Although MIP for ERY demonstrated to be also
selective for ROX, no interference was produced during chromato-
graphic determination due to the difference between the retention
times of both compounds. In the binding process, many specific rec-
ognition sites with respect to the template were generated on the
ERY-MIP surface, so the template was strongly bound by the im-
printed polymer; all recoveries always were higher than 95%. The
results demonstrated that the MIP-SPE column exhibited specific
selectivity for ERY in the presence of other structurally related
compounds.

Analytical characteristics of the optimized MISPE-HPLC method for the ERY determination. All measures were average of three replicates.

% Recovery Intra-day recovery (%)

Intra-day recovery (%)

Regression equation LOQ (ug kg ™)

Low level Medium level High level Spiking level
24.2 ugkg! 483 ugkg! 482.6 ug kg! 483 ugkg! 482.6 ug kg!
99.0+ 1.7 98.9+0.9 98.9+0.7 98.8+5.0 92.2+34

Spiking level Concentration working range
483 ugkg! 482.6 ug kg! (24-965 ug kg ')
99.7+0.8 91.2+2.2 y=0.23C+12.36 241

R?=0.9994
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Fig. 3. Chromatograms obtained for the six antibiotic macrolides studied at concentrations of 50 mg L' ERY, ROX and 5 mg L' JOS, SPI, IVER and TYL. (a) For an ACN stan-
dard mixture (b) MISPE extracted sheep milk. Chromatograms were obtained at the wavelength corresponding to each analyte studied: (1) ERY and ROX at 210 nm; (2) SPI

and JOS at 231 nm; (3) IVER at 254 nm and (4) TYL at 287 nm.

Table 3

Macrolides recoveries at three concentration levels. Low level (JOS, SPI, IVER, TYL
at 10 mg L' and ERY, ROX at 100 mg L™!), medium level (5:50 mg L"), high level
(2.5:25 mg L), (n=3).

Antibiotic % Recovery

Low level Medium level High level
ERY 98.3+18 98.6+1.2 98.1+0.9
ROX 88.3+2.6 88.7+5.5 84.7+3.2
SPI 353174 30.3+15 273+0.6
Jos 343+3.8 353+2.5 323149
IVER 284+12 21.0+31 281+1.2
TYL 142+33 193+51 243+0.6

4. Conclusion

A reliable molecularly imprinted solid-phase extraction meth-
odology for ERY antibiotic determination has been developed. MISPE
selectivity was tested in the presence of the other antibiotics be-
longing to the family of macrolide antibiotics, which have similar
structure to ERY, showing that the proposed method is thought to
be highly selective. Cross-reactivity of these compounds was neg-
ligible. Synthesized polymer showed good selectivity and high
adsorption capacity for ERY, also allowing the successful recovery
of ROX without cross-reactivity. Moreover, polymer has been used
for more than 200 assays without any degradation signals, which
ensures high stability. The developed method involves a simplifi-
cation, and time savings, of the sample treatment because the fat
content of the milk samples can be removed on line during the MISPE

procedure. HPLC combined with the MISPE procedure has led to a
good sensitivity methodology that allows determination of ERY at
levels below limits required by the UE, who establishes a maximum
residue limit of 40 pug kg™ of ERY in sheep milk. This work consti-
tutes a significant advance in the simplicity and efficiency for the
assessment of the potential risk of exposure to erythromycin resi-
dues in complex matrix such as sheep milk.
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En esta parte de la Tesis Doctoral se ha desarrollado un método de extraccion del antibidtico
ampicilina en muestras de leche de vaca utilizando polimeros de impronta molecular

empaquetados en columnas o cartuchos de extraccion en fase sélida (MISPE).

Se ha llevado a cabo la sintesis de varios polimeros de impronta molecular, variando la
naturaleza y proporciones del monémero utilizado en la mezcla de polimerizacion. Los polimeros
sintetizados se han caracterizado estructuralmente y se ha evaluado la eficiencia de los mismos.
EIMIP que ha ofrecido los mejores resultados en lo que respecta a la especificidad para el analito
de interés, ampicilina, se seleccion6é como éptimo y se utilizé para la determinacion de dicho

analito en muestras de leche de vaca.

Las muestras de leche, previo analisis MISPE, y dada la complejidad de las mismas, fueron
tratadas para eliminar las proteinas y materia grasa.

El método desarrollado fue validado en términos de exactitud, precision, linealidad, y limites de
deteccioén y cuantificacion. Las caracteristicas analiticas del método desarrollado demostraron
que fue necesario preconcentrar las muestras un total de 20 veces para poder determinar niveles

de concentracién de ampicilina por debajo de los establecidos como MRL para dicho antibiético.

Estainvestigacion sera integramente desarrollada a lo largo de las secciones siguientes de esta
Memoria de Investigacion. La publicacion de la misma esta ya enviada a la revista Food
Chemistry, revista indexada en el Citation Index, con un alto indice de impacto. En este momento,

estamos a la espera de la respuesta del Editor.
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1. MATERIALES Y REACTIVOS
1.1 Instrumentacién y equipamiento

Los distintos equipos, instrumentos y materiales utilizados en la parte experimental de este

trabajo se detallan a continuacion:

- Lampara UVS-54. Mineralight®_amp, USA

- Equipo de ultrasonido, Sonicor, 110-120 V, 50- 60 Hz. 2,8 Amp. Modelo SC-150T

- Balanza de precision, Ohaus, Adventure

- Centrifugadora. Digisystem Laboratory Instruments Inc

- pH metro Hanna Instruments Inc

- Sistemade purificacion de agua Milli-Q. Millipore

- Termometro Digital. PATOS, Tipo K, DE-305

- Cromatografo Liquido de Alta Resolucion. Dionex. Ultimate 3000, provisto de una
columna analitica de acero inoxidable, de 4,0 x 250 mm rellena con material C1s
(Octadecilsilano quimicamente enlazado a silica porosa)

- Espectrémetro para IR. Nicolet, modelo 380. Operado con transformada de Fourier

- Super Mixer N° 1290. Labline Instruments, INC

- Bomba de vacio. Gast Manufacturing, INC

- Mortero de porcelana

- Tamiz. Endecotts en acero inoxidable con tamano de apertura de 300 micras.
Especificacion ASTME 11

- Tubos de ensayo de vidrio con roscay tapa de baquelita 20 mL

- Tubos de vidrio para centrifuga. Kimax, 15 mL

- Pipetas volumétricas de volumen variable

- Pipetas serolégicas de volumen variable

- Micropipetas de volumen variable. Pipetman Ultra

- Jeringas plasticas. 6, 10 y 20 mL

- Desecador

- Filtros. Sartorios Minisart de 0,45 pym para HPLC

- Balones aforados de 10, 20, 50, 100, 200 y 1000 mL

- Filtro de membrana 0,45 ym para fase movil

- Equipo para filtracion por membranas

- Papel de filtro Whatman N° 1

1.2 Reactivos

Los distintos reactivos que se han utilizado para el desarrollo de esta investigacion y su

procedencia se detallan a continuacion.

- Ampicilina, Grado USP, Spefar

- Penicilina G, Inyectable, Pfiser

- Oxacilina, Inyectable, Genven

- Amoxicilina, USP, Spefar

- Acido metacrilico, Advance Scientific and Chemical Inc

- Metacrilato de Metilo, Advance Scientific and Chemical Inc

- Etilen Glicol dimetacrilato, Advance Scientific and Chemical Inc
- Metanol, pro analisis. FLUKA: Riedel-de-Haén

- Metanol, grado HPLC, ACS, Espectrofotometria, Burdick & Jackson
95



PARTE EXPERIMENTAL

- Acetonitrilo, grado HPLC, ACS, Espectrofotometria, Burdick & Jackson
- Perdxido de Hidrégeno al 30 %, Pro analisis. PERDROGEN ®

- Etanol Absoluto, Pro analisis. Riedel-de-Haén

- Acido Acético, FLUKA Riedel-de-Haén

- Nitrogeno Gaseoso, AGA

- Cloruro férrico, Riedel-de-Haén

- Hexaciano ferrato (lll) de potasio, Riedel-de-Haén
- HCI 0,1 N, Fixanal, Riedel-de-Haén

- Hidroxido de potasio, Merck

- Hidréxido de sodio, Pro analisis. Merck

- Agua destilada, Sistema de destilacion de agua
- Agua desionizada, Resistividad de 18 MQ'cm

- Fosfato monobasico de potasio, Riedel-de-Haén.

1.3. Disoluciones

Disoluciéon patréon de ampicilina

La disolucion patron de ampicilina se preparo disolviendo 100 mg de ampicilina en 100 mL de
agua: acetonitrilo en diferentes proporciones, en funcion del ensayo realizado (9:1, 8:2, 7:3, 6:4,

VIv).
Disoluciéon de fosfato monobasico de potasio 0,05 M a pH 5,0

Se preparo disolviendo 13,6 g de fosfato monobasico de potasio en 2000 mL de agua y se ajusto
el pH a5,0 £ 0,1 con una disolucién de KOH al 45 % (p/p). Esta disolucion se ha empleado como

para preparar las disoluciones de ampicilina empleadas en los estandares del calibrado.
Fases moviles para el proceso cromatografico

- Para la determinacion de ampicilina. Se prepar6 una mezcla de agua, acetonitrilo, fosfato

monobasico de potasio 1 M y acido acético 1 M (909:80:10:1 v/v).

- Para la determinacion de amoxicilina. Se preparé una mezcla de fosfato monobasico de
potasio 0,05 M a pH 5,0 y acetonitrilo (96: 4 v/v).

- Para la determinacion de oxacilina. Se prepar6 una mezclade 1,9 g de KH2PO4 en 700 mL

de agua desionizada, se anadio 300 mL de acetonitrilo y 100 mL de metanol.

- Para la determinacion de penicilina G. Se prepar6é una mezcla de agua, acetonitrilo y acido
acético glacial (65:35:1 v/v).

Todas las disoluciones fueron filtradas previamente utilizando una membrana de 0,45 pm.
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1.4 Muestras

Las muestras, utilizadas en esta parte de la Tesis Doctoral que se presenta, son muestras de
leche de vaca, leche entera, adquiridas en un potrero en Higuerote (Estado Miranda, Venezuela).
Las vacas no recibieron tratamiento con antibiético dentro de las ultimas cuatro semanas. Las
muestras se refrigeraron y transportaron al laboratorio, se dividieron en alicuotas de 100 mL, se
colocaron en frascos de vidrio y se congelaron hasta su posterior utilizacion. Las muestras fueron

mantenidas a -20 °C.
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2. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Los procedimientos analiticos desarrollados a lo largo de esta Tesis Doctoral se describen a

continuacion

2.1 Preparacion de los polimeros de impresién molecular

Los polimeros de impresion molecular, MIPs, y sus correspondientes polimeros no impresos,
NIPs, han sido sintetizados mediante polimerizacion “en bloque” empleando radiacion
ultravioleta.

Para la sintesis de los MIPs, se prepard una disolucién de 0,0100 g de ampicilina en 10 mL de
acetonitrilo y se mezcld en un vortex sometiéndola a agitacion en un bafio de ultrasonidos a una
temperatura de 50 °C hasta su completa disolucion. Seguidamente se agregaron los monémeros
funcionales, acido metacrilico y/o metiimetacrilato, segun el caso. Se mezclé en vortex durante
1 minuto y se sometid a agitacién en el bafio de ultrasonidos durante 5 minutos. Posteriormente
se agrego etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) y peréxido de hidrogeno al 30 %. Los compuestos
se mezclaron en el vortex durante 1 minuto y nuevamente se sometieron a agitacion en el bafio
de ultrasonidos durante 2 minutos. La mezclase purgd con nitrégeno durante 5 minutos, se cerrd
el frascoy sell6 con plastifilm. La mezclade polimerizacion se sometié ala accion de una lampara
UV a una temperatura de 28 °C durante 24 horas. Durante este periodo de tiempo, se produce
la polimerizacion. Una vez formado el polimero, éste se extrajo del tubo de ensayo mediante una
espatula y agua destilada, se coloc6 en un mortero, se trituré y se tamizé en humedo con un
tamiz de acero inoxidable de tamafo de poro de 300 pym. Se filtr6 para eliminar el liquido y se
lavd con etanol y posteriormente con metanol. El polimero sedejé secaren campana, y se guardd

hasta su uso.

Los pasos seguidos para la obtencion del MIP se presentan en la Figura 20.
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{a) Mezclado (b} Sonificacion {c) Purga con nitrogeno (d) Polimerizacion bajo luz UV

{f} Extraccion del
polimero del tubo

{g) Lavado

(i} Tamizado (i} Extraccion de la molécula molde (k) Polimero final

Figura 20. Preparacién de los polimeros

Los polimeros no impresos, NIPs, o blancos, se han sintetizado simultdneamente, siguiendo el
mismo procedimiento experimental descrito, pero sin adicionar a la mezcla de polimerizacioén la

molécula molde, la ampicilina.

2.1.1 Procedimiento de extraccion de la molécula molde de los MIPs

La extraccion de la molécula molde, ampicilina, se llevd a cabo mediante un proceso de
calentamiento al bafio Maria, a una temperatura de 55 °C. Para ello, se pes6 aproximadamente
una cantidad de 500 mg del polimero sintetizado y se colocé en un vaso de precipitado, se le
agrego 25 mL de una mezcla metanol-acido acético 1 M (9:1 v/v), y se calenté al bano Maria,
como se ha descrito anteriormente, durante un tiempo de 2 horas. La mezcla se filtrd, con objeto
de separar el polimero de la disolucion extractante, empleando un sistema de filtracion a vacio,
papel de filtro y embudo. Finalmente, se evalud la disolucion proveniente de este filtrado para
constatar la presencia de la ampicilina, utilizando el método espectrofotométrico basado en el
desarrollo del complejo azul de Prusia, que se desarrollara posteriormente.

100



PARTE EXPERIMENTAL

Este procedimiento de extraccion se repitio tantas veces como fue necesario hasta la no
deteccion de ampicilina en la disolucion extractante, lo que indicaria que en el polimero no esta
presente la molécula molde. Por ultimo, el MIP se secé en campana y se colocé en un bote

cerrado en un desecador hasta su uso.

2.1.2 Procedimiento de deteccion semicuantitativa/cualitativa de ampicilina en la

disolucion extractante

El método espectrofotométrico usado para tal fin consiste en el desarrollo del complejo azul de
Prusia, método rapido y econdémico que ha sido empleada para cuantificar antibidticos en
preparaciones farmacéuticas (EI-Obeid H. A., y cols. (1999), Salem H, y col. (2002), Okoye, N y
cols. (2007) Farhadi, K y cols. (2002). El procedimiento se describe a continuacion:

A 2 mL del filtrado (disolucién conteniendo ampicilina), se le agregé 1 mL de HCI 0,1 M, en un
tubo de centrifuga de 15 mL. La disolucién se calenté a 60 °C durante 30 minutos. La mezcla se
dej6 enfriar a temperatura ambiente y se afadi6 1 mL de FeCls 0,03 M y 0,25 mL de
hexacianoferrato (lll) de potasio 0,008 M. La aparicion de un color azul intenso indica la presencia
de la ampicilina. El producto de la hidrdlisis del anillo 3-lactamico del antibiético es capaz de
convertir el Fe*® a Fe*?, y este Ultimo reacciona con el hexacianoferrato (lll) para dar el complejo

coloreado. La reaccion es la siguiente:
Fe2 +[Fe (CN)s]* — Fe ™+ [Fe (CN)sl*

La Figura 21 muestra el color del complejo formado en presencia de ampicilina, asi como la no

aparicion de color azul en una disolucioén blanco, o en ausencia de ampicilina.

Muestra

Blanco coloreada

Figura 21. Desarrollo del color tras la reaccion del compuesto FeCls (medio acido) y hexacianoferrato
(I de potasio con una disolucion conteniendo ampicilina y una disolucién blanco.
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2.2 Caracterizacion de los polimeros sintetizados

La caracterizacion estructural de los polimeros sintetizados se llevé a cabo mediante el empleo
de un equipo Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR).

El polimero preparado fue mezclado en mortero de agata con KBr sdlido puro y seco, utilizando
una relacion en pesode 1:100 (muestra: KBr), posteriormente se prenso y la pastilla obtenida se
coloco en el portamuestras para muestras del espectrometro. Los espectros fueron obtenidos

usando un rango espectral de 4000-400 cm™" y con una resoluciéon de 4 cm™.

2.3 Preparacion y caracterizaciéon de los cartuchos de extraccion en fase sélida.
Metodologia MISPE

Los polimeros sintetizados se empaquetaron en el interior del cuerpo de jeringas de plastico de
6 mL, obteniendo asi lo que denominamos columnas MISPE, columnas de extraccion en fase

solida conteniendo como adsorbente, el polimero sintetizado.

Para la preparacion de las columnas MISPE, se pesaron 0,250 g del polvo tamizado del MIP que
fueron empaquetados en el cuerpo de la jeringa. Para evitar la salida del polimero en el extremo
inferior de la misma, se colocé un disco de papel de filtro Whatman N° 1 con tamafo de poro de
11 um. Para evaluar sila ampicilina era retenida por el papel de filtro, se preparé una columna
con un disco de papel de filtro de 0,015 gramos y se traté en forma idéntica a las columnas que

contenian los polimeros. En la Figura 22 se muestra la preparacion de las columnas.

e ]

DISCO DE 0,015 A GRAMOS DE DISCO DE 0015
GRAMOSDE MPONP e [  GRAMOS DE
PAPEL DE FILTRO | PAPELDEFLTRO
WHATMAN N° 1 T ? 4= \\HATMAN N° 1

Figura 22. Preparacion de las columnas MISPE
Las columnas asi preparadas se acoplan a un sistemade vacio (Figura 23), para proceder a la

caracterizacion analitica del MIP, utilizando dichos cartuchos de forma similar a la utilizada en la
extraccion en fase solida convencional (MISPE).

102



PARTE EXPERIMENTAL

+ MISPE

:l; » Tapon de goma
I

Soporte
Luniversal

——— _______,Bomba de vacio

. Recipiente recolector
_-_..
™, de la muestra

¢ Kitasato

| l

L

Figura 23. Dispositivo a vacio, para llevar a cabo el proceso MISPE.

Los pasos a seguir en este procedimiento se muestran en las Figuras 24-26, y son los siguientes:

acondicionamiento, carga, lavado y elucién.

Las columnas fueron acondicionadas previamente con un volumen de 2x2 mL de la mezcla de
dilucion de la ampicilina (acetonitrilo: metanol, 8:2 v/v) o un volumen de 2x2 mL de acetonitrilo,
segun la experiencia. Una vez acondicionados los polimeros, las columnas se cargaron con 1
mL de la solucion de ampicilina de 200 ppm y de 100 ppm preparadas a partir de una disolucién

patrén de ampicilina de 1000 ppm aforada con metanol (Figuras 21-24).

Después de cargado el antibidtico en las columnas de MISPE, estas fueron lavadas con dos
porciones de 2 ml del diluyente (acetonitrilo: metanol, 8:2 v/v), o0 2 mL de acetonitrilo segun la
experiencia), con la finalidad de eliminar las interacciones no especificas. Los extractos
procedentes de los lavados se recogieron para su analisis evaluando si existia formacion del

complejo de azul de Prusia (Figura 18), y asi determinar la presencia o ausencia de ampicilina.
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ACONDICIONAMIENTO CARGA DEL POLIMERO i
DEL POLIMEROQ CON AMPICILINA LAVADO DEL POLIMERO
‘ ’I
+ 4
® +
& i)
P K
3 3
m o o
+ +
: + 5]
SE DESCARTAN ‘ SE DESCARTAN — SE DESCARTAN
LOS RESIDUOS LOS RESIDUOS LOS RESIDUGCS
Figura 24. Acondicionamiento | Figura 25. Carga del Figura 26. Lavado del polimero
del polimero polimero con el antibiético

Al finalizar el lavado de los polimeros, el analito se eluye con tres porciones de 3 mL de la fase
movil utilizada en la determinacién cromatografica (formada por mezclas de metanol: acido
acético 1 N (9:1 v/v), o de metanol: acido acético concentrado (198,8:1,2 v/v). El procedimiento

se hizo por triplicado. En la Figura 27 se muestra el proceso de elucion.
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Figura 27. Elucion del antibiético de la columna MISPE.

2.4 Determinacion de ampicilina en leche de vaca

A una cantidad de 5 gramos de leche de vaca entera, previamente descongelada en nevera y

agitada hasta homogeneizacion, se le afade 1 mL de ampicilina de concentraciéon 2 ppm,

preparada a partir de una disolucion patron de ampicilina en acetonitrilo. Se centrifuga en frio

durante 10 mina 600 rpm con la finalidad de eliminar la grasa. Se toma el sobrenadante y se le

anade 1 mL de acido acético 1 N para precipitar las proteinas. La mezcla se vuelve a enfriar a 4

°C durante 5 minutos y se centrifuga. Se tomo el sobrenadante y se le afiade 1 mL de acetonitrilo

y 1 mL de cloroformo. Se mezcla en vortex, se enfria a 4 °C (5 minutos), y se centrifuga. El

sobrenadante se pasa por el MISPE. Se efectud la limpieza de la columna con 4 porciones de 1

mL de acetonitrilo. El analito de interés se extrajo con 3 porciones de 2 mL cada una empleando

una mezcla de metanol: acido acético 1 N (198,8: 1,2 v/v). El eluato se evapord con nitrdgeno

hasta sequedad y el residuo obtenido se redisolvié en 1 mL de mezcla diluyente.
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Las porciones resultantes fueron filtradas a través de filtros Sartorius Minisart de 0,45 ym, y se
inyectaron en el cromatografo de liquidos para su cuantificacion-siguiendo el procedimiento que

se describe a continuacion.

2.5 Procedimiento cromatografico de determinacién y cuantificacion de ampicilina

El andlisis cuantitativo de ampicilina se llevd a cabo mediante la inyeccion de un volumen de 20
ML de muestra en una columna analitica de acero inoxidable, de 4,0 x 250 mm rellena con
material C+s (octadecilsilano quimicamente enlazado a silica porosa), dispuesta en un

cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (Figura 28).

Figura 28. Cromatografo de liquidos de alta resolucién (Dionex, Ultimate 3000)

Las condiciones en las que se ha llevado a cabo la separacién cromatografica se basan en el
método publicado en la United States Pharmacopeia and National Formulary (2007), y se detallan

a continuacion:

- Fase mdvil: Se utilizé una mezcla de agua, acetonitrilo, fosfato monobasico de potasio 1 M y
acido acético 1 N (909: 80: 10: 1 v/v). Posteriormente se filtré6 con un filtro Whatman de 0,45 pm,

para evitar cualquier obstruccion en el HPLC.

- Diluyente: Para la preparacién de la disolucion patrén de ampicilina, se utilizé el siguiente
diluyente: Se mezclé 10 mL de fosfato monobasico de potasio 1 M con 1 mL de acido acético 1

My se diluyé con agua destilada hasta 1000 mL.

106



PARTE EXPERIMENTAL

- Preparacion del estandar de ampicilina: Se disolvié una cantidad de 0,1033 g de ampicilina USP
al 96,78 %, en 100 mL de disolucion diluyente, se agitd y se sometio a ultrasonido para lograr la

disolucién completa. Se uso esta disolucién inmediatamente después de ser preparada.

El proceso cromatografico se ha llevado a cabo haciendo uso del modo de elucién en isocratico,
empleando la fase moévil antes mencionada, a una velocidad de flujo de 1,5 mL min”'. Antes de
su inyeccion, las muestras fueron filtradas a través de filtros de 0,45 um. La cuantificacion de
ampicilina se llevo a cabo midiendo la absorcion de luz UV-Visible en el espectrofotémetro, auna
longitud de onda de 254 nm, considerado la medida del area de pico del analito.

2.6 Estudio de selectividad del método MISPE

Se ha llevado a cabo un estudio de la especificidad del método MISPE desarrollado, en el que
se ha empleado el MIP3 como sorbente sélido. Para ello, se han realizado ensayos para
determinar el comportamiento del MISPE frente a otros antibiéticos de la familia de los
betalactamicos y de estructurasimilar a la ampicilina, como son amoxicilina, oxacilina y penicilina

G saodica.

Los experimentos llevados a cabo se han realizado aplicando el método MISPE completo, tal y
como se describe en el apartado de 2.5 de Procedimientos, pero en este caso dopando la
muestra con una concentracion de 2 ppm de cada uno de los cuatro antibioticos objeto de

estudio, cuya estructura quimica posee grupos similares a los de la ampicilina.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se ha mencionado anteriormente el objetivo fundamental de este trabajo de
investigacion es desarrollar sistemas alternativos de tratamiento de muestra para la
determinacion de residuos de antibidticos B-lactamicos, basados en el empleo de polimeros de
impresién molecular (MIPs) capaces de preconcentrar y extraer de forma selectiva los
antibidticos de esta familia de muestras de leche.

El trabajo se ha dividido en diferentes etapas, cuyos resultados y discusion se describen a

continuacion:

3.1 Preparacion de los polimeros de impresion molecular

3.1.1 Sintesis de los MIPs y NIPs

En esta investigacion se ha llevado a cabo la sintesis de 6 polimeros de impresion molecular,
MIPs, mediante la técnica de polimerizacién en bloque e impresién no covalente, utilizando
radiacion con luz ultravioleta en frio, siguiendo el procedimiento analitico que se ha descrito en

el apartado 2.1 de Procedimientos de la parte experimental.

La polimerizacion en bloque fue la primera estrategia empleada para sintetizar polimeros de
impresion molecular y hoy dia sigue siendo la mas utilizada, ya que es la mas sencilla y no
requiere de material especifico. Como resultado de la polimerizacion, se obtiene un monolito o
bloque (de ahi sunombre), que ha de triturarse y tamizarse hasta obtener particulas de diferente

tamano, dependiendo de la posterior aplicaciéon del polimero.

La primera etapa para preparar un polimero de impresion molecular es seleccionar el monémero
apropiado para dar multiples interacciones con la molécula molde (analito). En este caso, el
antibiético ampicilina es la molécula molde. Su estructura contiene grupos amina (N-H) y grupos
carbonilo (CO), susceptibles de formarenlaces de hidrégeno con el monémero funcional. En este
caso, se han seleccionado como monodmeros funcionales, el acido metacrilico (MAA) y el
metilmetacrilato (MMA).

El disolvente donde tiene lugar la polimerizacion juega un papel importante en el éxito de la
sintesis del polimero, puesto que ademas de disolver la molécula molde y el monémero funcional,
actua de porogen, y es el que le confiere la estructura “fisica” al polimero, puesto que influye en
la porosidad del mismo, y por tanto, en el facilidad para el accesoy el reconocimiento del analito
en la matriz polimérica formada. Cuanto mas baja sea la constante dieléctrica del disolvente o
porogen, mas se acentuaran las fuerzas de union entre la molécula molde y el monémero

funcional. En este trabajo se ha seleccionado acetonitrilo comodisolvente porégeno, que ademas
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de ser un buen disolvente de ambos reactivos, no interfiere en la formacién de puentes de

hidrogeno.

Para conseguir una buena selectividad se requiere un alto grado de entrecruzamiento, por lo que
se hace necesaria la seleccion del entrecruzante adecuado, cuya reactividad ha de ser similar a
la del mondmero funcional. El etilenglicol dimetacrilato, EGDMA, se ha utilizado en esta sintesis,
dado que es uno de los entrecruzantes mas utilizados cuando se emplea MAA o MMA como
mondmero funcional, puesto que ofrece muy buenas propiedades de reconocimiento asi como

una adecuada estabilidad térmica y mecanica (Wulff, G., 1972)

La sintesis de los polimeros se llevd a cabo disolviendo la molécula a imprimir, ampicilina, en
acetonitrilo, para proceder posteriormente a la formacion del complejo monémero-molécula
molde. Para ello, y con objeto de conseguir un MIP altamente selectivo para ampicilina, se evaluo
la posibilidad de utilizar como mondmero funcional acido metacrilico, metil metacrilato o una
mezcla de ambos en diferentes proporciones. Una vez formado el complejo se procedié a afiadir
el entrecruzante, y como iniciador de la reaccion de polimerizacion, un agente que produjera
radicales por medio de calor o luz ultravioleta, utilizandose en este caso perdxido de hidrégeno.
Para evitar la inhibicioén de la reaccion de polimerizacién por el oxigeno presente en la disolucion,
se purgod la mezcla con nitrégeno durante 5 minutos. Como resultado de la polimerizacion se
obtuvo un sdlido color blanco, que fue triturado y tamizado hasta obtener las particulas del

tamano adecuado para la preparacion de los cartuchos de extraccion en fase sdlida.

Las cantidades de cada uno de los reactivos de la mezcla de polimerizacion se indican en la
Tabla 8.

Tabla 8. Composicién de los polimeros sintetizados

bolimero Ampicilina Monémero funcional Entn:é:g:vzlznte Im;;%c:or
(gramos) MAA MMA (mL) (mL)
(mL) (mL)
MIP 1 0,0100 0 0,27 2,70 0,22
MIP 2 0,0100 0,12 0,13 2,70 0,22
MIP 3 0,0100 0,24 0 2,70 0,22
MIP 4 0,0100 0,24 0 1,10 0,22
MIP 5 0,0100 0,24 0 0,54 0,22
MIP 6 0,0100 0,24 0 0,27 0,22

La relacion molar de estas cantidades se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9. Composicion molar de los polimeros sintetizados.

Monomero Entrecruzante
Polimero | Ampicilina funcional EGDMA
MAA MMA

1 1 - 100 500
2 1 50 50 500
3 1 100 - 500
4 1 100 - 200
5 1 100 - 100
6 1 100 - 50

PARTE EXPERIMENTAL

Los NIPs o polimeros blancos fueron preparados siguiendo el mismo protocolo pero sin afadir

el analito plantilla, con el fin de establecer una comparativa en los diferentes procesos de

caracterizacion de los polimeros.

El siguiente paso fue la fragmentacion y el tamizado del polimero (Figura 29) hasta conseguir un

tamafo de particula adecuado. Asi, se recuperé el polimero del tubo de ensayo y se triturd

empleando un mortero de porcelana, tal y como se indica en el apartado 2.1. de Procedimientos.
El polimero fue finamente dividido y tamizado por un tamiz con diametro de poro de 300 um, lo

suficientemente grande como para ser empleado como soporte sdlido. El polimero particulado

se lavo con etanol y posteriormente con metanol, se filtré6 y se secd, manteniéndose en el

desecador hasta el siguiente paso, la extracciéon de la molécula impresa.

Figura 29. Molienda y tamizado del polimero.
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3.1.2 Extraccion de la molécula molde

Por ultimo, fue necesario extraer la molécula impresa, o molécula molde original, del polimero

formado. Este proceso se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.1.1.
de Procedimientos.

La ampicilina se extrajo por calentamiento del MIP inmerso en un reactivo extractante al Barno
Maria. Como reactivo extractante se probd metanol con diferentes porcentajes de acido acético,
encontrandose que la mezcla de metanol: acido acético 1 N (9:1 v/v), fue la que dio mejores
resultados. La adicion del acido acético se debe a que pequefas cantidades de este acido
favorecen la extraccion de la ampicilina. En las disoluciones de extraccién/lavado se determina
la presencia o ausencia de ampicilina, utilizando el método espectrofotométrico basado en el
desarrollo del complejo azul de Prusia, con objeto de comprobar la eficiencia de la extraccion y
asi garantizar que el polimero esta libre de analito, quedando sélo los huecos selectivos de igual
tamarno y forma que dicho analito. El proceso de extraccion se realiza tres veces consecutivas
para asegurar que se ha eliminado toda la ampicilina de la matriz polimérica. De esta forma, el
polimero molecularmente impreso para ampicilina queda preparado para ser empaquetado en

los cartuchos de extraccion en fase sélida y llevar a cabo estudios de unién con dicho analito.

Los polimeros blancos o no impresos, NIPs, fueron sometidos a los mismos procedimientos
experimentales descritos anteriormente. Cabe sefalar que el tamano de los NIPs 5y 6 fue menor
al tamano de poro del papel de filtro empleado (11 um) por lo que fueron obtenidos al secar el

liquido proveniente del proceso de polimerizacion.

3.2 Caracterizacidn estructural de los polimeros sintetizados

Con la finalidad de evaluar los diferentes polimeros sintetizados, se realizaron los espectros FT-
IR tanto de los compuestos puros como de los polimeros molecularmente impresos (MIPs) y sus
correspondientes bancos (NIPs), y se compararon con los espectros encontrados en la

bibliografia.

3.2.1 Espectros IR de los componentes de la mezcla de polimerizacion

Se muestran a continuacién los espectros de IR caracteristicos de los compuestos empleados
en la sintesis. Se han obtenido de la bibliografia con objeto de compararlos con los obtenidos en
el laboratorio. En la Figura 30 se presenta el espectro FT-IR de la ampicilina obtenido de la fuente

bibliografica (A) y el espectro obtenido en el laboratorio en esta investigacion (B).
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Figura 30. Espectro FT-IR de la ampicilina. A) Procedente de la bibliografia (Fuente: Spectral Database
for Organic Compounds. SBDS. http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.cgi?lang=eng), y B)
obtenida en el laboratorio en esta investigacion.

En ambos espectros se observan cercade 3300 cm' los picos caracteristicos del grupo amino
(N-H), alrededor de los 3000 cm' el pico correspondiente al anillo aromatico, en el rango de los
1700-1790 cm-' se presentan las vibraciones correspondientes al grupo carbonilo (C=0)y sobre

los 1400 cm™" se observa el pico correspondiente al grupo ciano (C-N).

En la Figura 31 se presenta el espectro FT-IR del etilenglicol dimetacrilato, EGMDA, el cual fue

utilizado como mondémero entrecruzante.
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Figura 31: Espectro FT-IR del etilenglicol dimetacrilato (Fuente: Spectral Database for Organic
Compounds SBDS).

Es este espectro se observan a 3000 cm™, el pico correspondiente al enlace C-H; alrededor
de 1700 cm™ el pico correspondiente al grupo C=0O; alrededor de los 1600 cm™ el pico
correspondiente al enlace C=C; entre 1100 y 1200 cm-' una banda ancha correspondiente al
enlace —C-O-C-y sobre los 900 cm' se observa el pico correspondiente al —C-H deformado de

los alquenos.

En la Figura 32 se presenta el espectro FT-IR del acido metacrilico. En este espectro se observa
sobre los 3000 cm' una banda ancha correspondiente a la vibracion de la banda del grupo —OH
del acido carboxilico (COOH), en 1690 cm' se presenta la sefal caracteristica del grupo C=0y
sobre los 1637 cm™, la sefal correspondiente al grupo C=C; en los 949 cm'se observa la banda
del grupo —OH (COOH).
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Figura 32. Espectro FT-IR acido metacrilico (Fuente: Spectral Database for Organic Compounds SBDS).

Enla Figura 33 se presenta el espectro FT-IR del metacrilato de metilo. Se observa en el espectro

en los 1690 cm' el pico correspondiente al grupo C=0, sobre los 1637 cm™* el pico del C=C, y en

los 3000 cm' un pico correspondiente a los enlaces C-H.
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Figura 33. Espectro FT-IR del metacrilato de metilo. (Fuente: Spectral Database for Organic Compounds
SBDS).

3.2.1 Espectros IR de los polimeros sintetizados

De igual forma, se realizaron los espectros IR de los polimeros sintetizados, tanto MIPs como
NIPs, siguiendo el procedimiento experimental que se detalla en el apartado 2.2 de
Procedimientos.

Hay que indicar que tanto en los MIPs como en los NIPs estudiados se presenta una banda
ancha entre 1100 -1200 cm-*, correspondiente al enlace -C-O-C-del etilenglicol dimetacrilato. No
se observa en los 900 cm-' el pico correspondiente al -C-H deformado de los alquenos y son muy
pequefios los picos en 1600 cm-' correspondientes al -C=C-. Sin embargo, si se encuentra

presente el pico caracteristico del -C=0 sobre los 1700 cm™".

Inicialmente, se llevo a cabo la comparacion de los espectros IR del MIP y NIP con objeto de ver
si presentaban algun tipo de diferencia estructural. La Figura 34 muestrael espectrode ampicilina
y el del MIP-3, antes y después del proceso de lavado/extraccion del analito, asi como el de su

correspondiente polimero no impreso.
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Figura 34. Espectro FT-IR para la ampicilina, MIP 3 antes del proceso de lavado/extraccion de ampicilina
(MIP 3 sin lavar) y después (MIP 3 lavado) y del NIP 3

Se puede observar en todas ellas que los espectros FT-IR tanto del polimero control no impreso
(NIP) como del polimero de impronta molecular son similares, lo que indica la similitud en la

estructura de la red polimérica formada.

En los espectros FT-IR anteriores, se observan las absorciones debidas a la vibracion del OH
carbonilico (- 3500 cm'), la banda correspondiente al grupo carbonilico (-1730 cm™), la del C-O
(1260 cm™), y las vibraciones de los enlaces C-H (- 756, -1390, ~ 1460 y - 2956 cm-"). En 2990
y 2956 cm', aparecen las vibraciones del enlace C-H. La banda en 1454 cm-" probablemente se
debe a la presencia de -CHz- , y la banda en 1389 cm™' puede deberse a la presencia de grupos
CHs.

Asimismo, se puede ver similitud entre el espectro de la ampicilina y el MIP 3 sin lavar,
principalmente en los enlaces C-N y C-C (500-1600 cm-"). Después del lavado, los espectros del
MIP se hacen comparables con el NIP (polimero blanco), lo cual indica que toda la molécula
molde fue eliminada del MIP 3 sin lavar. Todas las sefiales sugieren que el AMP-MIP fue

exitosamente sintetizado.

Resultados similares fueron obtenidos por Santos, W'y cols (2009), quienes encontraron que el
espectro IR del MIP sin lavar fue muy similar al del MIP lavado, indicando que tienen estructuras
similares. En los polimeros de impronta molecular para el reconocimiento selectivo de 4-
aminofenol, en un MIP preparado usando Boc-L-Phe-OH como molécula molde Li, S y cols

(2008) también encontraron que existe similitud tanto en el espectro de la molécula molde como
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del precursor. Después de lavar, el espectro del MIP se hizo comparable al del NIP; y en MIPs
sintetizados basados en 1-vinil-2-pirrolidona como monoémero y divinilbenceno como
entrecruzante, Pereira, E y cols (2014) encontraron que el espectro FT-IR para todos los MIPs
son bastante similares entre si, dado que todos fueron sintetizados basados en el mismo

mondmero y entrecruzante y tampoco hubo diferencia significativa entre los MIPs y los NIPs.

Se llevé a cabo también la comparacion de los espectros de IR de los MIP sintetizados con
diferentes monodmeros funcionales como son el MIP 1, MIP 2 y MIP 3, tras el proceso de
extraccion/lavado de la molécula molde. EI MIP 1 fue preparado utilizando metacrilato de metilo,
en el MIP 3 el mondémero funcional fue el acido metacrilicoy en el MIP 2 se utilizé la mezcla de

ambos mondmeros.

En la Figura 35 se presentan los espectros FT-IR de estos polimeros.
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Figura 35. Espectros FT-IR de MIP 1, MIP 2 y MIP 3 tras el proceso de lavado/extraccién de la molécula
molde

En los tres polimeros se observa una banda ancha entre 1100 -1200 cm-', correspondiente al

enlace —C-0O-C- del mondmero utilizado como entrecruzante (etilenglicol dimetacrilato).

Ademas, se observo, en todos ellos, sobre los 3000 cm™, la banda ancha correspondiente a la
vibracién del enlace del —-CH (COOQOH), con mayor o menor intensidad.
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3.3 Caracterizacion analitica de los polimeros. Estudios de unién. Metodologia
MISPE.

La caracterizacion analitica de los polimeros se llevd a cabo mediante estudios de union
polimero-analito empleando cartuchos de extraccion MISPE conteniendo los polimeros
sintetizados. Para ello, se utilizaron a modo de cartucho, para colocar los polimeros sintetizados,
el cuerpo de jeringas de plastico de 6 mL, a los cuales se les colocé papel de filtro Whatman N°

1, con tamarfio de poro de 11 um en el extremo inferior, para evitar la salida del polimero. Los

cuerpos de las jeringas se empaquetaron con diferentes cantidades de polimero, y se utilizaron
de manera similar a los cartuchos utilizados en la técnica de extraccién en fase sdlida
convencional. Los pasos a seguir para conseguir un MISPE adecuado son los correspondientes

al procedimiento de extraccion en fase sdlida: acondicionamiento, carga, lavado y elucion.

Se comprobd, primeramente que el filtro no producia ningun tipo de retencion del analito. Para
ello, se hizo pasar una solucion de 1 mL de 200 ppm de ampicilina por la jeringa de plastico
conteniendo solamente un disco de papel Whatman N° 1 de 0,0150 gramos. La presencia o
ausencia de ampicilina en el eluato recogido se determina mediante el método fotométrico con
azul de Prusia (norma espafiola: UNE 34-231-81). Los resultados obtenidos indican que el filtro

no retiene al analito, puesto que no hubo formacion de complejo en ninguno de los casos.

Acondicionamiento

Para que el polimero se una selectivamente a la molécula a analizar, es necesario acondicionar
previamente el cartucho del MISPE, utilizando un disolvente cuya polaridad sea inferior al
disolvente utilizado en el proceso de elucion. Con la finalidad de obtener la mezcla de
acondicionamiento mas adecuada se efectuaron diferentes ensayos utilizando acetonitrilo y
mezclas acetonitrilo: metanol (8:2 v/v). Finalmente, los mejores resultados se consiguieron

cuando se acondicionaron los cartuchos con dos porciones de 2 mL de acetonitrilo.

Carga

Con la finalidad de favorecer las interacciones entre el analito y las cavidades especfificas
existentes en el polimero, se utilizé para la carga del analito un sistema de disolventes similar al
utilizado para el acondicionamiento. De esta forma la ampicilina queda unida especificamente al
polimero impreso molecularmente. El estudio de la concentracion de la ampicilina en la etapa de
carga se llevd a cabo empleando los polimeros 1, 2 y 3 (MIP1, MIP2, MIP 3, y sus
correspondientes NIPs). Para ello, se empaquetaron 0,500 gramos de polimero en los cartuchos
0 cuerpos de jeringa, se acondicionaron con 2x2 mL de acetonitrilo y se cargaron con 1 mL de
una disolucion patron de 100 ppm de ampicilina en acetonitrilo: metanol (9: 1 v/v). Se procedi6 a

una etapa de lavado con 2x2 mL de acetonitrilo, para posteriormente eluir con una mezcla
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metanol: acido acético 1 N (9: 1 v/v) (2x2mL). Los eluatos obtenidos en cada una de las etapas
son sometidos al método fotométrico de la formacion del complejo coloreado azul de Prusia, con
objeto de determinar la ausencia o presencia de ampicilina en los mismos. Los resultados

obtenidos se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Presencia o ausencia de ampicilina en las diferentes porciones. El signo negativo indica la no
formacion del complejo coloreado, y por tanto la ausencia de ampicilina en el extracto analizado.

Carga Lavado
1mL/100 ppm Porcién 1 Porcién 2
MIP 1 = - v
NIP 1 = - ki
MIP 2 = - v
NIP 2 = - i
MIP 3 = - - -
NIP 3 = - . +

Polimero Acondicionamiento

+

+

+

En los diferentes experimentos realizados se observo que el MIP era capaz de retener ampicilina
en el momento de la cargay de soltarla en los lavados. Esto parecio ocurrir en mayor grado que
en el NIP, lo que permite inferir que los polimeros de impronta molecular parecen ser mas

especfificos a la ampicilina que sus correspondientes polimeros no impresos.

Sin embargo, de los tres polimeros estudiados, se observo que el MIP 3 es el que ofrece un
mayor grado de reconocimiento a la ampicilina, dado que, a la vista de los resultados obtenidos,
una vez que el MIP ha retenido la ampicilina, ésta no es eliminada en el proceso de lavado. Este
polimero sélo contiene &cido metacrilico como monémero funcional. Por este motivo, se escogid
el acido metacrilico como mondmero funcional para la preparacion de los polimeros 4, 5y 6,

variando la cantidad de entrecruzante, y que seran evaluados con posterioridad.

Lavado

La aplicacion de una adecuada etapa de lavado es necesaria para eliminar los compuestos que
no se han retenido especificamente en el MIP. La optimizacion del disolvente de lavado se llevd
a cabo determinando la ausencia o presencia de ampicilina en los lavados de los polimeros

impresos obtenidos segun el procedimiento descrito a continuacion:

Se empaquetaron 0,3000 g de los polimeros impresos y sus respectivos polimeros no impresos
en los cuerpos de jeringas utilizados como cartuchos de extraccién. Los polimeros se
acondicionaron con 2x2 mL de acetonitrilo y se cargaron con 1 mL de disolucién de ampicilina
(100 ppm) en acetonitrilo: metanol (9:1 v/v). Posteriormente se procedié al lavado de los

cartuchos evaluando la accion del acetonitrilo y de la mezcla acetonitrilo: metanol en distintas
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proporciones. Tras los lavados, la etapa de elucién se llevé a cabo empleando metanol: acido
acético 1 N (9: 1 viv) (2x2mL), en todos los casos. Una vez recogidas las muestras procedentes
del proceso de carga y de lavado, se sigui6 el procedimiento descrito para el desarrollo del
complejo de azul de Prusiay se evalué si se formaba o no el complejo. Los resultados mostraron
que el analito no se desprende (o se desprende en menor proporcion) lavando el polimero dos

veces con un volumen de 2 mL de acetonitrilo puro.

Elucion

Una vez lavados los cartuchos, se procedio a extraer la ampicilina retenida en ellos. Es necesario
que el disolvente o mezcla de disolventes utilizado para el proceso de elucion, sea de alta
polaridad para que pueda romper las interacciones especificas producidas entre el analito y el
MIP. Con la finalidad de tener un sistema de disolventes que fuese similar a la mezcla utilizada
en el analisis de la ampicilina por el método utilizado en la USP 30, se selecciond para la elucion
la mezcla metanol: acido acético. Con objeto de evaluar la eficacia de dicha mezcla se probaron
diferentes porcentajes de cada uno de los componentes de la misma. Para ello, se empaquetaron
los polimeros impresos y sus correspondientes NIPs en los cartuchos de extraccion. Los
polimeros se acondicionaron y cargaron empleando las condiciones optimizadas hasta el
momento. Posteriormente se procedio a la elucion del analito, recogiéndose 3 eluatos de 3 mL
de cada uno para todas las mezclas de elucion probadas. Una vez recogidos los eluatos, se
siguio el procedimiento de deteccion de ampicilina descrito para la formacion del complejo de
azul de Prusia. Los resultados obtenidos muestran que con la mezcla metanol: acido acético 1 N
(198,8: 1,2 v/v) selogro la elucion de la ampicilina en los MISPE estudiados, y unicamente fueron
necesarias dos eluciones de 3 mL, dado que en la ultima elucion el resultado fue negativo, es

decir, no hubo formacién del complejo coloreado.
La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos en esta etapa de elucion.

Tabla 11. Presencia o ausencia de ampicilina en los diferentes eluatos en los polimeros impresos y no
impresos MIP1-3 y sus correspondientes NIPs.

Extraccion

Polimero Eluato 1 Eluato 2 Eluato 3
MIP 1 + _ _
NIP 1 +
MIP 2 -
NIP 2 -
MIP 3
NIP 3

+ |+ |+ |+ +
1
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Los resultados obtenidos de los estudios de union realizados empleando el proceso MISPE

permiten alcanzar las siguientes conclusiones:

El MIP3 es el que ofrece un mayor grado de reconocimiento a la ampicilina, siendo las
condiciones MISPE éptimas las que siguen a continuacion:

El mejor acondicionamiento del polimero en los cartuchos MISPE para un 6ptimo
enlazamiento del analito al MIP se obtuvo utilizando una cantidad de 4 mL de acetonitrilo
(2x2 mL).

La cantidad adecuada de ampicilina para la carga del cartucho MISPE fue de 1 mL de
una disolucion de una concentracion de 100 ppm.

El lavado de los polimeros de impronta molecular una vez que se han cargado con el
antibiotico debe efectuarse con acetonitrilo (2x2 mL).

La mezcla de disolventes para la extraccién de la ampicilina de los polimeros de impronta
molecular con la cual se obtiene la mejor extraccion de la molécula molde es metanol:
acido acético 1 N (198,8:1,2 v/v) (2x3 mL).

En la Figura 36 se muestra un esquema conteniendo cada una de las etapas seguidas en el

proceso de optimizacion de extraccion MISPE, asi como las condiciones éptimas para cada una

de ellas.

ACONDICIONAMIENTO
ACETONITRILO (2X2 mL)

LAVADO
ACETONITRILO (2X2 mL)

ELUCION )
METANOL:ACIDO ACETICO 1N

T (198,8: 1,2 V/V) (2X3 mL)
-
-
y
‘*?
[Lo
- x
2 *
., *
- ¥
CARGA
1 mL AMPICILINA 100 ppm
¥ ANALITO

OTRAS SUSTANCIAS PRESENTES EN LA MUESTRA

Lk

Figura 36. Esquema del proceso de optimizacion de extracciéon con MISPE indicando los valores
optimos para cada una de las etapas implicadas
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3.4 Metodologia MISPE. Estudios de cuantificacion de ampicilina.

Hasta el momento se han realizado experimentos empleando cantidades elevadas de ampicilina,
del orden de 100 ppm. Sin embargo, la realidad es que las concentraciones de este antibidtico
que se pueden encontrar en los alimentos son mucho menores, del orden de 100 veces menos.
Por ello, y basandonos en los estudios ya realizados que acabamos de presentar, se llevé a cabo
la optimizacion del proceso MISPE empleando concentraciones de ampicilina del orden de 1-2
ppm, y empleando como técnica de cuantificacion la cromatografia de liquidos de alta eficacia

con deteccion ultravioleta.

3.4.1 Determinacion cromatografica de ampicilina

La determinacion de ampicilina, por cromatografia de liquidos, se llevd a cabo siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 2.5 de los Procedimientos.

Dado que el equipo de HPLC del que se disponia esta acoplado a un detector de UV-Vis, fue
necesario determinar previamente la longitud de onda 6ptima de absorcion de la ampicilina. Para
ello se realizé el espectro de absorcion de la ampicilina, evaluando una disolucion patron de
concentracion conocida (8 ppm), realizada disolviendo la ampicilina en el diluyente (preparado
disolviendo 10 mL de fosfato monobasico de potasio 1 M, 1 mL de acido acético 1 M en un litro
de agua), variando la longitud de onda desde 230 nm hasta 270 nm con intervalos de 5 nm. La

longitud de onda 6ptima se observo a 254 nm.

En la Figura 37 se presenta el cromatograma tipico para la ampicilina, en las condiciones de
operacion anteriormente descritas: modo isocratico, empleando como fase mévil una mezcla
agua, acetonitrilo, fosfato monobasico de potasio 1 M y acido acético 1 N (909: 80: 10: 1 v/v), a
una velocidad de flujo de 1,5 mL/min. Como puede observarse en la figura, se encontré un pico

bien definido a un tiempo de 8,5 min.

MIPS_SEC_AMPICILINA #132 [modified by BIOLOGIA, 1 peak manually assigned] Ampicilina @ ppm 254 UV VIg_1
mal WVL254 nm

0.800=

« Metd_ampicilina-1 - 8520

0,400

0,200

0,000 a

min

0,200~ -
00 1.0 20 30 40 50 60 70 g0 80 100 1.0

Peakname Ret.Time  Area Amount Type Height  RelArea Resolution
min - mAUmin  ppm

Metd ampiciined 8,520 01363 8,004
: 01363 8,0041

Figura 37. Cromatograma tipico para la ampicilina

123



PARTE EXPERIMENTAL

3.4.2 Determinacion del intervalo de linealidad para la ampicilina

Tras haber realizado la determinacion cromatografica de la ampicilina, se estudio el intervalo de
linealidad de este analito. Para ello, se prepararon disoluciones patron de ampicilina de
concentracion conocida, a partir de una solucion patrén preparada disolviendo 0,1033 g de
ampicilina USP al 96,78 %, en 100 mL de diluyente, comprendidas entre 2 y 10 ppm, y se

analizaron en el cromatografo de liquidos el mismo dia de su preparacion.

Los resultados obtenidos del area bajo la curva para las diferentes concentraciones estudiadas

se presentan en la Tabla 12. Son utilizados para obtener la ecuacion de la recta y el coeficiente

de determinacion.

Tabla 12. Areas de los picos obtenidas tras la medida de las disoluciones patron.

Disolucion Area del pico mAU*min
2 ppm 0,0334
4 ppm 0,0685
6 ppm 0,1030
8 ppm 0,1356
10 ppm 0,1703

En la Figura 38, se muestra una imagen del pico de la ampicilina y de la curva de calibracion
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Peakname Ret.Time Area Amount Height RelArea Resolution
min mAU*min ppm mAU %
1 Metd ampicilina-1 9 740 01703 10,0012 BME* 0).653 700,00 n.a.
| Total: 0,1703 10,0012 0,653 100,00

Figura 38. Curva de calibracion de la ampicilina

Se aplicaron los métodos estadisticos para el calculo del coeficiente de determinacion, la
pendiente y la ordenada en el origen. Se realizé la estimacion lineal del método utilizando la hoja
de calculo de Microsoft® Office Excel, version 2010 (Microsoft® Corporation, Redmond, WA,
USA) para encontrar la regresion y la linealidad. El rango lineal se determiné como el intervalo
de concentracién en el cual se cumple la linealidad, con la precision y exactitud requerida por el

método.
La ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacion obtenido fueron:
y= 0,017 x - 0,0001; R2=0,9999

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) han sido calculados siguiendo las
directrices de la Guidance for Industry (FDA, 2011). Para calcular el limite de cuantificacion

(LOQ), primero se calcula la altura del pico para el limite de cuantificacion (Yioa) como 10 veces
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la desviacidon estandar y posteriormente estos valores son usados para calcular las

concentraciones asociadas con estas alturas del pico.

El analisis estadistico se encuentra detallado en la Tabla 13

Tabla 13. Analisis estadistico de la recta de calibracion

Parametro Descripcion Valor
R? Coeficiente de
determinacion 0,99985795
Pendiente 0,017045
Desviacion Estandar
de la pendiente 0.0001173
Ordenada -0,00011
Desviacion Estandar
de la ordenada 0,000778053
Desviacion estandar
sy/x .
de la regresion 0.000741845
Estadistico F Fischer 21116,8038
Suma de los
SC Reg. cuadrados de
regresion 0,01162128
df Grados de libertad 3
Suma de los
SC Res. residuales al
cuadrado 1,651E-06

Los valores obtenidos para YLop=0,00211553 y Yioa = 0,00730845
Al aplicar la formula para el calculo de LOD y LOQ se obtiene:

LOD = (Y topo — ordenada) / pendiente

LOQ = (Y Loa — ordenada) / pendiente

Sustituyendo los valores en la ecuacion se tiene el valor correspondiente al limite de deteccion y

al limite de cuantificacion:
LOD = (YLon-(-0,00011))/0,017045= 0,131 mg L

LOQ= (Yioa-(-0,00011))/0,017045= 0,435 mg L

La bondad de la regresion se mide con el estadistico F. El calculo del programa de estimacion
lineal arroja un valor de 21116,8; el valor tabulado para F (3,3) = 9,277 para P < 0,05. Como el

valor calculado es mayor al valor tabulado, la correlacion lineal es altamente significativa.

126



PARTE EXPERIMENTAL

3.4.3 Preparacion y caracterizacion de cartuchos. Proceso MISPE (Uso de MIP3)

Dado que el MIP3 es el que ofrece un mayor grado de reconocimiento a la ampicilina, en principio
se comenzo la investigacidon empleando este MIP y su correspondiente NIP, y se aplicaron las

condiciones de reconocimiento optimizadas y descritas anteriormente.

Asi, los cartuchos MISPE se prepararon empaquetando 350 mg de MIP3 y su correspondiente
NIP, y se conectaron a un sistema a vacio para el desarrollo de las distintas etapas SPE. Las
columnas fueron acondicionadas previamente con dos porciones de 2 mL de acetonitrilo. Una
vez acondicionados los polimeros, las columnas se cargaron con 1 mL de la solucion de
ampicilina de 2 ppm (aforada con acetonitrilo) o de 1 ppm (aforada con diluyente), preparada a
partir de una disolucién patron de ampicilina de 1000 ppm (aforada con diluyente), segun el caso.
Después de cargado el antibidtico en las columnas MISPE, estas fueron lavadas con dos
porciones de acetonitrilo, con la finalidad de eliminar las interacciones no especfficas. Al finalizar
el lavado de los polimeros, estos fueron eluidos con tres porciones de 2 mL del sistema de
dilucién metanol: acido acético 1 N (198,8: 1,2 v/v). El procedimiento se hizo por triplicado.

Con objeto de evaluar la eficiencia del MIP a estos niveles de concentracién, se cuantificaron
todas y cada una de las porciones o eluatos obtenidos tras cada ensayo realizado (carga, lavado
y elucién), mediante la cromatografia de liquidos. Para efectuar el andlisis cromatografico fue
necesario proceder a la evaporacion de los eluatos a sequedad, empleando una corriente de
nitrogeno y la redisolucion del extracto obtenido en 1 mL de la que hemos denominado disolucion
diluyente. La evaporacion se realizé a 30 °C y a una presion de 0 - 5 psi. Para ello se utilizé la

infraestructura que se muestra la Figura 39.

Entradn do Nitrbgeno

Control de Temperatura
Bafio do agun

Figura 39. Equipo de evaporacion de la muestra
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Enla Tabla 14 sepresenta la recuperacion de ampicilina obtenida en los tres extractos de elucion
ensayados, tras haber llevado a cabo el proceso MISPE completo, cuando se realiz6 la carga

con 1 mL de ampicilina de 2 ppm.

Tabla 14. Resultados obtenidos en las diferentes eluciones, empleando el MIP3 en el proceso MISPE
completo. Se muestra el valor medio de las dos determinaciones realizadas.

Extraccion ppm ampicilina % Recuperacion
12— 2 mL 1,7216 86
22-2mL 0,4006 20
3@ -_2mL 0 0

Como se puede observar, entre la 12 y la 22 extraccion se obtiene la totalidad del analito con
recuperaciones del 86% en la primera y del 20% en la segunda 22, con lo que no es necesario
llevar a cabo una tercera extraccion. Por tanto, puede considerarse como éptima una elucién de

2 porciones de 2 mL.
3.4.4 Proceso MISPE. Optimizaciéon de la composicion del MIP

Con la finalidad de mejorar los porcentajes de union de la ampicilina al MIP seleccionado hasta
el momento como éptimo (MIP3), se pensé en variar la composicion de la matriz polimérica. El
MIP3 contiene unicamente acido metacrilico como mondédmero funcional, por ello, se llevé a cabo
la sintesis de tres polimeros mas (MIP4-6), en los que se maodifico la cantidad de entrecruzante
utilizado en la mezcla de polimerizacion, tal y como se detalla en el apartado 2.1. de

Procedimientos.

La evaluacion comparativa de los MIPs 3-6 y sus correspondientes NIPs se detalla a
continuacién. Los estudios se realizaron empleando cartuchos empaquetados con 0,350 g de
polimeros impresos y sus respectivos polimeros no impresos, acoplados al sistemade vacio. Los
polimeros se acondicionaron con 5 porciones de 2 mL de acetonitrilo y se cargaron con 1 mL de
una disoluciéon de ampicilina de 2 ppm. Las columnas MISPE se lavaron con 2x2 mL de
acetonitrilo y finalmente la etapa de extraccién se llevd a cabo empleando 2 volimenes de 3 mL
cada una de la mezcla metanol: acido acético 1 N (198,8: 1,2 v/v). Las fracciones recogidas tras
cada etapa fueron evaporadas hasta sequedad, de forma controlada, siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente. Finalmente, los residuos se redisuelven en la disolucién diluyente para la
determinacion de ampicilina por HPLC-UV. En la Tabla 15 se recogen los resultados
correspondientes a los estudios de unién, es decir, la cantidad de ampicilina que se ha unido al
MIP de forma especifica después de haber llevado a cabo la etapa de lavado.
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Tabla 15. Porcentaje de ampicilina unido a los diferentes polimeros sintetizados.

Polimero Monémero/Entrecruzante % Ampicilina unido
MIP 3 1.5 100,00
MIP 4 1:2 50,49
MIP 5 1:1 22,33
MIP 6 1:0,5 17,60

Como puede observarse, el mayor porcentaje de unién se da cuando se emplea el MIP3, y éste
disminuye segun va disminuyendo la cantidad de entrecruzante que contiene la matriz
polimérica. Estos resultados evidencian la importancia de una adecuada proporcion de los
diferentes reactivos que conforman la matriz polimérica. La integridad estructural del complejo
de pre-polimerizacion y, por lo tanto la obtenciéon de cavidades bien definidas en la red polimérica,
depende directamente de la naturaleza y de la cantidad de entrecruzante empleado. Este
entrecruzante confiere estabilidad mecanica y térmica al polimero sintetizado y proporciona la

porosidad adecuada para garantizar la accesibilidad del analito a las cavidades generadas.

En la Tabla 16 se presentan las cantidades de ampicilina obtenidas en el proceso de elucion, es
decir, la cantidad total de ampicilina recuperada, y se establece una comparacion entre el MIP y
el polimero no impreso. No se evaluaron los NIPs de los polimeros 4, 5y 6, pues el tamafo del
poro obtenido era muy pequefio, lo que imposibilitd el analisis.

Tabla 16. Recuperacién de ampicilina obtenida tras la etapa de elucion MISPE. Comparaciéon entre MIPs
y NIPs.

Polimero % Ampicilina
MIP1 61,27
NIP1 0,34
MIP2 24,03
NIP2 0,84
MIP3 96,69
NIP3 0,64
MIP4 62,33
MIP5 24,95
MIP6 35,80

En la Tabla 17 se presenta la relacion MIP/NIP en cada uno de los polimeros.
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Tabla 17. Relacién de unién MIP/NIP de los diferentes polimeros evaluados

Relacién de extraccion
Polimero MIP/NIP
1 180,2
2 28,8
3 151,9

Como ya se habia deducido previamente, el MIP3 presenta el mejor reconocimiento hacia la
molécula utilizada como molécula molde. Este polimero de impronta molecular fue preparado
utilizando una relacion 1:5 de mondmero: entrecruzante, empleando acido metacrilico como
monomero funcional y etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) como reactivo entrecruzante. Mientras
que con relacion a los polimeros preparados utilizando acido metacriico como mondémero
funcional pero disminuyendo la proporcion del entrecruzante (MIPs 4-6), la capacidad de
retencion del polimero disminuye segun disminuye la cantidad de entrecruzante, y el tiempo de

analisis aumenta considerablemente.

A partir de los resultados obtenidos, se observa que el porcentaje de recuperacion cuando se
emplea el MIP3 es el mas alto, indicando esto la mayor afinidad de este polimero sintetizado por
la molécula molde. Por todo ello, se eligié el MIP3 como soporte éptimo para llevar a cabo la
aplicacion del método, y asi poder realizar la determinacion de ampicilina en muestras de leche

de vaca.

A modo de resumen, la Figura 40 recoge las condiciones éptimas de extraccién de ampicilina

con el MISPE desarrollado empleando el MIP3 como soporte sdlido.
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Figura 40. Esquema del proceso de analisis del antibiético B-lactamico utilizando el MISPE preparado
con MIP 3.

3.5 Determinacién de ampicilina en muestras de leche

Una vez caracterizados los cartuchos de extraccion en fase sdélida con polimeros de impresion
molecular, y habiendo seleccionado el MIP 6ptimo, se procedid a la aplicacion del método a la
determinacion de ampicilina en muestras de leche entera de vaca.

En primer lugar, y dado el alto contenido proteico y de materia grasa de la leche entera, se llevo
a cabo la desproteinizacion y eliminacion de la grasa de las muestras previo al proceso MISPE.

A continuacién se describe la optimizacién de estos procesos.

3.5.1 Desproteinizacién de la muestra

La precipitacion de las proteinas se evalué empleando diferentes disolventes, tales como acido
acético y acetonitrilo.
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A. Precipitacion con acido acético

A una muestrade 5 mL de leche entera de vaca previamente descongelada en nevera y agitada
hasta homogeneizacion, se le afadié 1 mL de ampicilina de concentraciéon 2 ppm preparada a
partir de una solucion patrén de ampicilina. Seguidamente se le adicion6 1 mL de acido acético
1 N, con la finalidad de precipitar las proteinas, se dejo estabilizar durante 20 minutos para
permitir la interaccion del disolvente con la muestra y facilitar la remocion de las proteinas. La
muestra se centrifugd por 10 minutos a 6000 rpm, y se extrajo el sobrenadante conteniendo el
analito con una Pipeta Pasteur y se cargd en una columna MISPE para la preconcentracion de
la muestra y el procedimiento de aislamiento del antibiético.

El cartucho se empaqueté con 350 mg de MIP3, acoplado al sistema de vacio. El polimero se
acondicioné siguiendo el procedimiento previamente optimizado (acetonitrilo 5x2mL) y se
procedi6 a cargar la muestra desproteinizada, dejandola estabilizar durante 2 minutos.
Posteriormente se lavé el cartucho con acetonitrilo (2x2 mL) y se recogieron los lavados para su
analisis. La elucion del analito se llevé a cabo empleando una mezcla metanol: acido acético 1
N (198,8: 1,2 v/v). Los lavados vy los eluatos se evaporan de forma controlada (corriente de N2,
presion 1-2 bares) hasta total sequedad para finalmente redisolver los residuos en la disolucion
diluyente para la determinacion de ampicilina por HPLC-UV. El ensayo se realiz6 por duplicado.

Como resultado final se obtuvo una recuperacion media de ampicilina de 101,5 %. Sin embargo,
a pesar de que se obtuvo un resultado elevado, el perfil cromatografico no se considerd

aceptable, como puede verse en la Figura 41.

Se puede observar que el pico obtenido es muy pequefio, muy ancho y con poca altura. Este

pico puede apreciarse mejor al hacer un acercamiento tal como se muestra en la Figura 41.
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Figura 41. Cromatograma obtenido para el eluato de ampicilina tras la desproteinizacién con 1 mL de
acido acetico 1 N.

Con el fin de mejorar la respuesta cromatografica del analito se realiz6 un ensayo de
desproteinizacion disminuyendo la cantidad de acido acético utilizado. Se siguié el mismo
procedimiento anterior pero se varié el volumen de acido acético 1 N a 0,5 mL. En este caso se
obtuvo una recuperacién mucho mas pequefia, del orden del 11 %, y el perfil cromatografico no

mejoro.

B. Precipitacion con acetonitrilo

Dado que el proceso de precipitaciéon de proteinas con 1 mL de acido acético 1 N dio buenos
resultados pero con un pico muy ancho y de poca altura, se evalud la posibilidad de precipitar
las proteinas agregando solo acetonitrilo. De esta forma se pretendia mejorar la altura y base del

pico de la ampicilina.

Para ello se agregd a 5 mL de leche entera de vaca (la cual se descongeld en nevera y se agité
hasta homogeneizacion), 1 mL de ampicilina de concentracién 2 ppm preparada a partir de una
solucién patrén de ampicilina y la alicuota fue aforada con acetonitrilo. Se mezclé en vortex
durante 1 minuto, y a la solucion resultante se le anadié 4 mL de acetonitrilo con la finalidad de
precipitar las proteinas. Posteriormente la mezcla se centrifugé durante 10 minutos a 6000 rpm,
y los tubos de centrifuga se mantuvieron en nevera a 4 °C durante 20 minutos mas. Se recogio
el sobrenadante y éste se cargo en el cartucho MISPE, previamente acondicionado, al igual que
en el proceso anterior. Seguidamente se procedié a lavar el cartucho y eluir el analito en las
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mismas condiciones ya descritas. Los elutatos son evaporados a sequedad, redisueltos en la
disolucién diluyente y analizados por HPLC-UV.

Como resultado de este ensayo, se puede observar en la Figura 42, que la altura del picoy su
ancho no presenta mejoria, asi como tampoco la cantidad de ampicilina recuperada (15%).
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1 Metd ampicilina-1 8. 880 0. 0096 0 5626 MB* 0.022 10000 .8
Total: 0,0096 0,5626 0,022 100,00

Figura 42. Cromatograma obtenido para el eluato de ampicilina tras la desproteinizacién con acetonitrilo.

C. Precipitacion con una mezcla de acido acético: acetonitrilo

En este ensayo se llevo a cabo la desproteinizacion de la muestra, exactamente en las mismas
condiciones anteriormente descritas para los otros tratamientos de desproteinizacién, pero en
este caso, utilizando un volumen de 1 mL de una mezcla de acido acético 1 N: acetonitrilo (2:8

VIv).

En la Figura 43 se muestra el cromatograma obtenido, siendo la recuperacion de ampicilina de
un 89 %. A pesar del alto porcentaje de recuperacion, el perfil cromatografico sigue siendo
inadecuado.
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Figura 43. Cromatograma obtenido para el eluato de ampicilina tras la desproteinizacion con una mezcla
de acido acético 1 N: acetonitrilo (2:8 w/v).

3.5.2 Extraccion de la materia grasa

Hasta el momento, el perfil cromatografico obtenido no es demasiado bueno, puede ser debido
a que la muestra contiene un elevado contenido en materia grasa que no ha sido eliminado. Por

ello, se evaluaron diferentes procedimientos para tratar de conseguir su eliminacion.

A. Extraccion con hidroxido de sodio 0,5 M

Para llevar a cabo la extraccion de la grasa de la muestra, lo que se hizo fue tratar de llevar a
cabo una limpieza on-line dentro del propio cartucho. Para ello, se agregé a 5 gramos de leche
entera de vaca completa previamente descongelada en nevera y agitada hasta
homogeneizacién, 1 mL de ampicilina de concentracion 2 ppm preparada a partir de una solucion
patron de ampicilina y aforada con acetonitrilo. Se centrifugd y la solucion sobrenadante se paso
por el MISPE, se lavd con 5 porciones de 1 mL de una disolucion de hidroxido de sodio 0,5 M.
Se llevo a cabo la elucion empleando metanol: acido acético 1 N (198,8: 1,2 v/v) (3x2 mL). Se
evaporo a sequedad y se redisolvié en 1 mL del diluyente, previo analisis por HPLC-UV. El

cromatograma obtenido se presenta en la Figura 44.
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Figura 44. Cromatograma obtenido para el eluato de ampicilina tras la eliminacién de la grasa con
hidréxido de sodio 0,5 M

La recuperacion de ampicilina obtenida es de un 34 %. A la vista de los resultados, puede verse
que este procedimiento no es conveniente para el analisis cromatografico. Es evidente que se
produce una pérdida del analito durante el proceso de lavado, y el perfil cromatografico tampoco

es adecuado.

B. Extraccion en frio

En el siguiente ensayo, se evalud la posibilidad de eliminar la grasa centrifugando la leche
dopada con ampicilina en frio. Para ello, se pesé 5 gramos de leche, se le afadi6 1 mL de
solucién de ampicilina de concentracion 2 ppm preparada en diluyente, se colocd a 4 °C durante
20 minutos, se centrifugd, se recogio el sobrenadante y se le afadié 0,5 mL de acido acético 1
N. La mezcla se evapord hasta 1 mL, se le afiadié 2 mL de acetonitrilo, se enfri6 nuevamente y
se centrifugd. Se recogid el sobrenadante y se pasoé por el MISPE, siguiendo los procedimientos
de acondicionamiento, lavado y elucién descritos anteriormente. El procedimiento se hizo por

duplicado.

La Figura 45 muestra los resultados obtenidos. En este cromatograma se observa que el pico
obtenido es muy ancho y de poca altura. Con relacién al porcentaje de recuperacion del analito,

este es de un 41 %.
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Figura 45. Cromatograma obtenido para el eluato de ampicilina tras la eliminacion de la grasa en frio.

Los resultados obtenidos utilizando solamente el proceso de extraccion de la grasa con frio, no
arrojan un buen porcentaje de recuperacion del analito, asi comotampoco se observa una buena
senal cromatografica de la ampicilina. Por ello se barajoé la posibilidad de emplear un tratamiento

conjunto para la eliminacion de la grasa y las proteinas.

3.5.3 Extraccion conjunta de grasa y de proteinas

A. Con temperatura a 40°C

Se evalud la posibilidad de extraer la grasa de la muestra con centrifugacion en frio (4 °C)y
posteriormente la desproteinizacién de la mismaempleando acido acético 1 N. Para ello, a un
volumen de 5 gramos de muestra de leche entera de vaca dopada en las mismas condiciones
anteriores, se la dejé enfriar a 4 °C durante 10 min. Se anadié 0,5 mL de acido acético 1 N para
precipitar las proteinas, se centrifugd y se evaporé el sobrenadante hasta 1 mL colocandola en
bano de Maria a 40 °C, se anadi6 1 mL de acetonitrilo para completar la precipitacion, se
centrifugd la solucién y se paso por el MISPE. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura
46.
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Figura 46. Cromatograma obtenido para el eluato para la eliminacién de la grasa con combinada con
precipitacion de proteinas y evaporacion de la muestra con calor a 40 °C.

El porcentaje de recuperacion obtenido con este procedimiento fue de 41,4 % y tal como se
muestra en el cromatograma, no se obtuvo resultados satisfactorios con este procedimiento en

lo que se refiere al perfil cromatografico de la sefial.

B. Precipitacion de proteinas con acido acético y eliminacion de la materia grasa con cloroformo

Se evalud la posibilidad de eliminar la grasa por medio de la centrifugacion en frio, la posterior
precipitacion de proteinas con acido acético 1 N, seguida por la precipitacién con acetonitrilo y
por ultimo la limpieza de la muestra con cloroformo. Una vez efectuados todos estos pasos, se
efectud el andlisis de la ampicilina utilizando la columna MISPE con el procedimiento descrito

anteriormente.

Los resultados obtenidos con este procedimiento se muestran a continuacién en la Figura 47:
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Figura 47. Cromatograma obtenido de la solucion de elucion con 2 mg Kg' de ampicilina combinado con
la extraccion de grasas con precipitacion de proteinas y adicion de cloroformo.

El porcentaje de recuperacion obtenido es de un 26,42 % y no se observa que el pico de la

ampicilina haya mejorado en lo que respecta a la altura y anchura.

C. Centrifugacioén en frio y adicion de acido acético

Se evalud la posibilidad de eliminar la grasa por medio de la centrifugacion en frio y la posterior
precipitacion de proteinas con acido acético 1 N

A una muestrade 5 mL de leche entera de vaca previamente descongelada en nevera y agitada
hasta homogeneizacion, se le afadid 1 mL de ampicilina de concentracién 2 ppm preparada a
partir de una solucion patron de ampicilina. Seguidamente se le adicioné 1 mL de &cido acético
1 N, con la finalidad de precipitar las proteinas, se dejo estabilizar en el refrigerador durante 20
minutos para permitir la interaccion del solvente con la muestra y facilitar la eliminacién de las
proteinas. La muestra se centrifugd durante 10 minutos a 6000 rpm, quedando en la parte
superior la grasa, y las proteinas precipitadas en el fondo. Se extrajo la grasa por succién con
ayuda de una jeringa y el sobrenadante conteniendo el analito se colecté con una Pipeta Pasteur
y se cargo en una columna MISPE para la preconcentracion de la muestray el procedimiento de

aislamiento del antibiotico.

El cartucho se empaquetd con 350 mg de MIP, acoplado al sistema de vacio. El polimero se
acondiciond siguiendo el procedimiento previamente optimizado (acetonitrilo 5x2 mL) y se
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procedi6 a cargar la muestra desproteinizada, dejandola estabilizar durante 2 minutos.
Posteriormente se lava el cartucho con acetonitrilo (2x2 mL) y se recogen los lavados para
analizarlos. Para la elucion del analito se utilizé mezcla metanol: acido acético 1 N (198,8: 1,2
v/v) recogiéndose los eluatos. Los lavados y los eluatos se evaporan de forma controlada
(corriente de Nz, presion: 1-2 bares) hasta total sequedad para finalmente redisolver los residuos
en la disolucion diluyente para la determinacion de ampicilina por HPLC-UV. El ensayo se realizé
por duplicado y se obtuvo una recuperacién de ampicilina de 105 %. En la Figura 48 se muestra
el cromatograma obtenido. De entre los procedimientos ensayados es el que dio los mejores
resultados, en cuanto a recuperaciones y perfil cromatografico.
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Figura 48. Cromatograma obtenido de la solucion de elucion con 2 mg Kg'de ampicilina combinado con
la extraccion de grasas en frio con precipitacion de proteinas con acido acético 1 N.

En la Tabla 18 se presentan los resultados obtenidos de los diferentes procedimientos de

extraccion utilizados
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Tabla 18. Resultados obtenidos de la ampicilina presente en los diferentes procedimientos de extraccion
utilizados

Procedimiento % Recuperacion

Eliminacion de proteinas 101,5

(1 mL acido acético 1 N)

Eliminacion de proteinas 11,5

(0,5 mL acido acético 1 N)

Eliminacion de proteinas (acetonitrilo) 15,1
Eliminacion de proteinas (1 mL mezcla acido 88,5
acético: acetonitrilo 2:8 v/v)

Eliminacion de grasa (5x1 mL NaOH 0,5 M) 33,6
Eliminacion de grasa en frio 41,3
Extraccion conjunta de grasa (4 °C) y 41,4

proteinas (0,5 mL acido acético 1 N) y
evaporacion de la muestra con calor (40 °C)

Precipitacion de proteinas con acido acético 1 26,4
N y eliminacion de grasa con cloroformo

Eliminacion de grasa y proteinas 105,0

Finalmente, en la Figura 49 se resume el proceso MISPE con el cual se logra limpiar la muestra

objeto de analisis.
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Figura 49. Esquema del proceso de extraccion MISPE de la ampicilina de leche entera de vaca.
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3.6 Evaluaciéon del método mediante adiciones estandar

La determinacion de ampicilina en leche de vaca se evalu6 mediante la realizacién de ciertos

ensayos utilizando adiciones estandar de concentracion conocida de ampicilina.

El método se evalué empleando 5 gramos de leche entera de vaca, a la que se sometio al
proceso MISPE completo, descrito en el apartado 3.5 (Figura 49). Partiendo de esta muestra, se

prepararon los siguientes ensayos:

- Un blanco de muestra, el cual consistiéo en 5 gramos de leche de vaca sin ampicilina. El eluato

obtenido se evaporé a sequedad y se reconstituyé con 1 mL de disolvente (Figura 50).

- Muestra 1, constituida por 5 gramos de leche de vaca sin ampicilina. El eluato obtenido después
de la evaporacion con nitrogeno gaseoso se enriquecié con 1 mL de ampicilina de concentracion

de 2 ppm (Figura 51).

- Muestra 2, constituida por 5 gramos de leche de vaca enriquecida con 1 mL de ampicilina de
concentracion de 2 ppm. El eluato obtenido se evaporé a sequedad con nitrégeno gaseoso y se
reconstituyé con 1 mL de diluyente, posteriormente se dividi6 en dos porciones a las cuales se
le adicion6 1 mL de diluyente (Figura 52).

- Muestra 3, constituida por 5 gramos de leche de vaca enriquecida con 1 mL de ampicilina de
concentracion de 2 ppm. El eluato obtenido se evaporé a sequedad con nitrégeno gaseoso y se
reconstituyé con 1 mL de diluyente, posteriormente se dividié en dos porciones a las cuales se
le adiciond 1 mL de la solucion de ampicilina de concentracién 2 ppm (Figura 53).

A continuacion se muestran los cromatogramas obtenidos:
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Figura 50. Cromatograma obtenido del eluato de la leche sin fortificar con ampicilina (blanco)

En este cromatograma se puede apreciar que no existe sefial de ampicilina en el intervalo de

tiempo comprendido entre los 7 y los 8 minutos
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Figura 51. Cromatograma obtenido para el eluato de la muestra enriquecido con 1 mL ampicilina de 2
ppm.

La sefial de la ampicilina aparece en el intervalo de tiempo comprendido entre los 7 y los 8

minutos.
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Figura 52. Cromatograma obtenido para leche fortificada con 1 mL de ampicilina 2 ppm, dividido en dos
porciones y al que posteriormente se le anadié 1 mL de diluyente.

En este cromatograma se puede apreciar que aparece la sefial de ampicilina en el intervalo de
tiempo comprendido entre los 7 y los 8 minutos, sin embargo el pico se observa con un

desdoblamiento.
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Figura 53. Cromatograma obtenido para leche fortificada con 1 mL de ampicilina 2 ppm, dividido en dos
porciones y al que posteriormente se le anadié 1 mL de ampicilina 2 ppm.

En este cromatograma se puede apreciar que la sefial de ampicilina en el intervalo de tiempo
comprendido entre los 7 y los 8 minutos, y corresponde a la ampicilina proveniente de la elucion

en el MISPE mas la ampicilina de la solucién patrén.
Es evidente la distorsion en el pico de la ampicilina al pasar por el MISPE.

Los porcentajes de recuperacion para los distintos analisis realizados se presentan en la Tabla
19.
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Tabla 19. Resultados de porcentajes de recuperacion para los analisis realizados con adicion de patrén (o

estandar) con una muestra de leche de 5 gramos.

Eluato enriquecido con AMP 1 mL 2 ppm

mg Kg- mg Kg-'! % de
Muestra ampicilina ampicilina recuperacion
tedricos promedio
obtenido

Blanco 0 0 0
Muestra 1. Leche no enriquecida.
Eluato enriquecido con AMP 1 mL 2 ppm 2,000 2,086 104,9
Muestra 2. Leche enriquecida con 1 mL
ampicilina 0,666 0,519 77,9
Muestra 3. Leche enriquecida con 1 mL
AMP. 1,666 1,661 99,7

Se puede observar en los andlisis realizados que hay un incremento en la sefal del analito, asi

como un buen porcentaje de recuperacion.

147




PARTE EXPERIMENTAL

3.7 Validacion del método MISPE. Caracteristicas analiticas.

Una vez optimizadas todas las variables del proceso de extraccion en fase sdlida con polimeros
de impresiéon molecular, se ha llevado a cabo la validacion del método mediante el estudio de las
caracteristicas analiticas. Asi, la validacién del método desarrollado se llevo a cabo en términos

de linealidad, exactitud, precision y limite de deteccion y cuantificacion.

3.7.1 Intervalo de linealidad

La linealidad del método se define como la relacion entre la respuesta del instrumento y las
concentraciones conocidas de analito. Para establecer la linealidad se realiz6 una curva de
calibrado empleando disoluciones patrén de ampicilina comprendidas entre 100-500 ppb. En la
Tabla 20 se presentan los gramos de ampicilina utilizados y la concentracion de la disolucion
patron usada en la preparacion de la disolucion madre de ampicilina a partir de la cual se

prepararon las disoluciones empleadas en la realizacién del calibrado.

Tabla 20. Caracteristicas del patron soélido de ampicilina empleado para preparar la disolucion madre.

Patron ampicilina
Pureza de estandar % 96,78
Peso de la muestra g 0,1033
Peso de la ampicilina pura 0,0999
ppm de la soluciéon concentrada 999,7

La cuantificacion se llevd a cabo midiendo las areas de pico de cada una de las distintas
concentraciones de analito, utilizando el Software Chromeleon 6.8. Asi, se obtuvieron los valores

que se presentan en la Tabla 21.

Tabla 21. Areas de pico obtenidas para las distintas concentraciones de ampicilina.

Muestra Area del pico mAU*min
100 ppb 0,0016
200 ppb 0,0034
300 ppb 0,0051
400 ppb 0,0067
500 ppb 0,0084

La curva de calibracion obtenida por el software Chromeleon 6.8 se muestra en la Figura 54.
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Figura 54. Curva de calibracion de ampicilina. Rango de concentraciones comprendido entre 100-500
ppb.

A partir de los resultados obtenidos, tras un andlisis de regresion lineal, se calculd la recta de

calibrado y su coeficiente de determinacion.
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y =-3x10°x + 0,0000169; R? = 0,9996

Al analizar la estimacién lineal de la curva de calibracion de la ampicilina utilizando los datos
obtenidos en la curva de calibracion y empleando la funcion de estimacion lineal del programa
Microsoft® Office Excel, versién 2010 (Microsoft® Corporation, Redmond, WA, USA), se obtiene

los siguientes valores:

Tabla 22. Analisis estadistico de la recta de calibracion

Parametro Descripcion Valor

R? Coeficiente de
determinacion 0,99961501

Pendiente 0,0000169

Desviacion

Estandar de la 1,9149E-97

pendiente

Ordenada _3E-05

Desviacion

Estandar de la 6,35085E-05

ordenada

sy/x Desviacion . ,esténdar 6,0553E-05
de la regresién

Estadistico F Fischer 7789,36364
Suma de los

SC Reg. cuadrados de 2,8561E-05
regresion

df Grados de libertad 3
Suma de los

SC Res. residuales al 1,1E-08
cuadrado

El estadistico F es una medida global de la bondad de la regresion, y el calculo del programa de
estimacion lineal arroja un valor de 7789,36. El valor tabulado para para F (3,3)= 9,277 para P <
0,05. Como el valor calculado es mayor al valor tabulado, la correlacién lineal es altamente

significativa.

3.7.2 Limite de deteccion (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ)

Siguiendo las directrices de la Guidance for Industry, FDA, 2011, se calcularon los limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ). Para calcular el limite de cuantificacion (LOQ), primero
se calcula la altura del pico para el limite de cuantificacion (YLoa) como 10 veces la desviacion
estandar y posteriormente estos valores son usados para calcular las concentraciones asociadas

con estas alturas del pico.
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El limite de deteccion se calcula a partir de los valores obtenidos para:
Yioo= 0,00015166 Y Yoo = 0,00057553

Al aplicar la formula para el céalculo de LOD y LOQ se tiene:

LOD = (Y Lob — ordenada) / pendiente

LOQ = (Y roa — ordenada) / pendiente

Sustituyendo los valores en la ecuacién se tiene el valor correspondiente al limite de deteccion 'y

al limite de cuantificacion:
LOD = (Yiop-(-3E%))/0,0000169= 10,749 pg L’

LOQ= (Yioa-(-3E5))/0,0000169= 35,830 pg L

Estos valores estimados de LOD y LOQ estan expresados en términos de la concentracion de la
disolucién (ug L") y no en términos de la concentracion en la matriz. Dado que la matriz es agua,

estos valores se pueden considerar equivalentes a ug Kg™

En la Tabla 23 se presenta un resumen de los valores obtenidos.

Tabla 23. Resumen del limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Parametro Valor (ug L) Valor (ug Kg)
Limite de Deteccion (LOD) 10,75 10,75
Limite de Cuantificacion (LOQ) 35,83 35,83

El maximo valor permitido por la legislacion para la ampicilina en leche de vaca es de 4 ug Kg™
y el valor obtenido del limite de deteccion es de 10,75 ug Kg' y del limite de cuantificacion de
35,83 ug Kg' para la recta de calibracion, es por ello que se evidencia la necesidad de efectuar

la concentracion de la muestra para poder aplicar el método desarrollado.

Por otra parte, hasta el momento, en los ensayos MISPE realizados habiamos utilizado 5 gramos
de muestra suplementada con 1 mL de una disolucién de 2 ppm de ampicilina, esta concentracion
es 500 veces mayor a los 4 uyg Kg' permitidos por la legislacion, es por ello que surge la
necesidad de establecer un nuevo esquema para la extraccion de ampicilina de leche entera de

vaca.
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Estudio de la preconcentracion de la muestra

Se preparé una solucion patréon de ampicilina de 280 ppb. Si se aumenta la cantidad de muestra
a utilizar, hasta un total de 20 gramos (y se enriquece con 0,4 mL de disolucion de ampicilina de
280 ppb), una vez aplicado el proceso MISPE y obteniendo un residuo final de 1 mL, seria
posible determinar valores de concentracion del orden de 5,6 ug Kg'. Dado que el limite
maximo de residuo que esta permitido es de 4 ug Kg', se consideré adecuada esta cantidad de
muestra, con el objeto de utilizar un valor cercano a éste (5,6 ug Kg') para evaluar la respuesta
cromatografica de la matriz. Asi, al concentrar la muestra (20 gramos de muestra enriquecidos
con 0,4 mL de disolucién de ampicilina de 280 ppb) da como resultado que los ppb presentes en
1 mL del eluato fueron 112 ug Kg'. Después de concentrado el eluato, y para trabajar en la parte
media alta de la curva de calibracion, se anadié 1 mL de la solucion patrén de ampicilina de 280
ppb, dando una concentracion final de ampicilina en la muestra de 392 ug Kg'.

Por todo lo expuesto anteriormente, y con la finalidad de establecer un esquema para la
extraccion de ampicilina en niveles de concentracion de 4 ug Kg', en muestras de leche entera
de vaca, a partir de este momento se trabajara con 20 gramos de leche y con la curva de
calibracién cuyo rango lineal estd comprendida entre 100-500 ug Kg™.

En la Figura 55 se presenta uno de los cromatogramas obtenidos en el analisis y se puede
observar en este cromatograma, la sefial distorsionada de la ampicilina con un tiempo de

retencion de10,3 minutos.
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1| musll WWL254 nm
MIPS AMP 30 ABRIL #15 [modified by BIOLOGIA, 1 peak manually assigned] UV VIS _1
mAL WL254 nm
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0.0+ 00200

0,0100+
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0,0 20 a0 6.0 8.0 10,0 115

HNa. Paaknaime PetTime Area  Amoun! Type  FReiglt  RelArea Resohdio
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Figura 55. Cromatograma obtenido para 20 gramos de leche con adicion de 0,4 mL de ampicilina 280 ug
Kg' méas 1 mL de ampicilina 280 ug Kg™' al eluato.
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Se aprecia en este cromatograma el incremento de la sefial de la ampicilina al afadir una

solucién patrén al eluato.

El porcentaje de recuperacion obtenido a partir de los analisis realizados fue de 107,7 %
indicando que es posible efectuar este procedimiento para el analisis de ampicilina presente en
leche completa de vaca, en cantidades cercanas al limite de residuo maximo permitido de 4 g

Kg' de este analito en leche completa de vaca.

Con los resultados obtenidos se propone el siguiente procedimiento para el analisis de una
muestra de leche entera de vaca conteniendo un limite maximo de residuo de ampicilina de 4 ug
Kg', quedando demostrada la posibilidad de utilizar el MIP seleccionado (MIP3) en un sistema

de extraccioén en fase solida (MISPE) para preconcentrar la muestra hasta un total de 20 veces.
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20 g de leche entera de
vaca congelada

4
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teniendo cuidado de no tomar la

capa grasa
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-

Figura 56. Esquema del proceso de extraccion de la ampicilina de la leche de vaca completa
El proceso de extraccion en fase sodlida, proceso MISPE con el cual se logra limpiar y

preconcentrar la muestra objeto analisis, se plantea en el procedimiento que se recoge en la

Figura 57.
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Figura 57. Proceso de extraccion en fase sélida para el analisis de ampicilina en leche de vaca
completa, en concentraciones de 4 ug Kg'.

Este procedimiento sera el utilizado para la validaciéon del método analitico. Se utilizaran 20
gramos de muestra de leche, que sera enriquecida con la cantidad de analito adecuada para
obtener una concentracion final de 3,2., 4,0 y 4,8 ug Kg' correspondientes al 80, 100 y 120 %,
respectivamente, de la concentracion establecida como limite maximo permitido en leche entera

de vaca.

A continuacion se presentan los resultados de los cromatogramas obtenidos de la carga y
extraccion de la solucion de ampicilina en la leche de vaca al pasar por los cartuchos de
extraccion (MISPE).

Concentracion 100 % (4 pyg Kg")

En la Figura 58 se presentan los resultados arrojados por el cromatografo para los cinco analisis

realizados, utilizando la leche completa de vaca con una concentracion de ampicilina de 4 ug Kg-
1
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Peakname Ret.Time Area Amount Type Height  Rel.Area Resolution
min  mAU*min mAU %
1 Ampicilina 10,240 00048  284,7212  BMB** 0,016 100,00 n.a.
Total: 0,0048  284,7212 0,016 100,00

Figura 58. Analisis cromatogréfico de las soluciones provenientes de la extraccion del cartucho MISPE
con la solucién patron de ampicilina (4 ug Kg en leche).

Los resultados obtenidos de los analisis realizados con relacion a la cantidad de ampicilina en la

solucion resultante de la extraccion del analito en la columna del polimero de impronta molecular
bajo estudio, se presentan en la Tabla 24.
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Tabla 24. Cantidad de ampicilina en ppb en la solucién resultante de la extraccion del analito en la columna

MISPE (MIP3) (100 % del analito).

-1
Musstra A:%i}:i'cllina
Primera extraccion 285,2
Segunda extraccion 304,3
Tercera extraccion 284,7
Cuarta extraccion 251,5
Quinta extraccion 273,9
Promedio 279,9
Desviacion Estandar 19,3
DER 6,9
Valor teérico de la muestra mas 282,8
estandar

Porcentaje de recuperacion 99,0

% Error 1,01

Concentracion 80 % (3,2 ug Kg")

Se procedié a analizar los cromatogramas obtenidos del cartucho MISPE estudiados utilizando

el software Chromeleon 6.8, para una concentracién del analito de 3,2 ug Kg'. Se utilizé una

solucion patron de ampicilina de 202 ppb. El valor teérico que debe tener la solucion a evaluar

en el cromatégrafo es de 266,6 ug Kg'.En la Figura 59, se presentan los resultados arrojados

por el cromatégrafo para los cinco analisis realizados

€0.04

WVL:254 nm

][ mau

50.0

40,0+

20.04

WVL-254 nem

10,0+

L

0.0

-10,0-
T

0.0 1.0

1 Ampicilina 9.960 _ 0.0046 271.6579

BMB™»

0.018

100,00

n.a

Total: 0,0046 __ 271.6579

0,018

100,00

Figura 59. Analisis cromatografico de las soluciones provenientes de la extracciéon del cartucho MISPE

con la solucién patron de ampicilina (3,2 ug Kg' en leche).
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Los resultados obtenidos de los analisis realizados con relacion a la cantidad de ampicilina en la
solucion resultante de la extraccion del analito en la columna del polimero de impronta molecular
bajo estudio, se presentan en la Tabla 25.

Tabla 25. Cantidad de ampicilina en ppb en la solucion resultante de la extraccion del analito en la columna
MISPE 3 (80 % del analito)

-
Muestra Anlfliiléi“:llina
Primera extraccion 271,7
Segunda extraccion 266,3
Tercera extraccion 272,7
Cuarta extraccion 310,1
Quinta extraccion 278,9
Promedio 279,9
Desviacion Estandar 17,5
DER 6,2
Valor teérico de la muestra mas 266,6

el estandar

Porcentaje de recuperacion 104,9

% Error -4,98

Concentracion 120 % (4,8 ug Kg")

Se procedio a analizar los cromatogramas obtenidos del cartucho MISPE estudiados utilizando
el software Chromeleon 6.8, para una concentracion del analito de 4,8 ug Kg'. Se utilizé la
solucion de ampicilina de 202 ppb empleada anteriormente. El valor tedrico que debe tener la
solucion a evaluar en el cromatégrafo es de: 298,9 ug Kg'. En la Figura 60, se presentan los

resultados arrojados por el cromatografo para los cinco analisis realizados.
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Peakname Ret.Time  Area Amount Type Height  Rel.Area Resolution
min  mAU*min mAU %
1 Ampicilina 9.553  0.0052  309.6450  BMB™ 0.014 100,00 n.a.
| Total: 00052 309,6450 0.014 100,00

Figura 60. Andlisis cromatografico de las soluciones provenientes de la extraccion del cartucho MISPE
con la solucion patrén de ampicilina (4,8 ug Kg* en leche)

Los resultados obtenidos de los analisis realizados con relacion a la cantidad de ampicilina en la
solucion resultante de la extraccion del analito en la columna del polimero de impronta molecular

bajo estudio, se presentan en la Tabla 26.
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Tabla 26. Cantidad de ampicilina en ppb en la solucién resultante de la extraccion del analito en la
columna MISPE 3 (120 % del analito)

-

Muestra Hg Kg

Ampicilina
Primera extraccion 309,6
Segunda extraccién 321,9
Tercera extraccion 288,2
Cuarta extraccion 296,6
Quinta extraccion 302,6
Promedio 303,8
Desviacion Estandar 12,8
DER 4,2
Valor tedrico de la muestra mas 298,9
el estandar
Porcentaje de recuperacion 101,6
% Error -1,61

Intervalo

El rango del procedimiento analitico desarrollado se encuentra entre 3,2 y 4,8 ug Kg' de

ampicilina en leche completa de vaca.

3.7.3 Precision

La precision del método analitico desarrollado se ha evaluado en términos de la repetibilidad y
la reproducibilidad, a tres niveles de concentracion, 3,2., 4,0 y 4,8 ug Kg', los cuales representan
respectivamente, el 80, 100 y 120 % del valor maximo de residuo permitido. Para conseguir
detectar estos niveles, se ha utilizado 20 g de muestra, a la que se le ha adicionado 0,4 mL de
202 ppb de ampicilina, y se le ha sometido al procedimiento MISPE completo detallado en el
apartado 2.3 de procedimientos. La repetibilidad se ha evaluado realizando 5 ensayos idénticos
en el mismodia y se han obtenido valores de desviacién estandar relativa (RSD) menores del 7
% (Tabla 26).

La reproducibilidad del método se ha determinado en las mismas condiciones descritas
anteriormente, pero llevando a cabo el experimento en dias distintos. La reproducibilidad en
términos de desviacion estandar relativa (RSD) resulté 6,2., 6,9y 4,2 %, para los niveles bajo,
medio y alto respectivamente. La Tabla 27 recoge los resultados obtenidos en estos ensayos.
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Tabla 27. Resumen de los valores obtenidos para las diferentes concentraciones del analito en la leche

de vaca completa.

3.7.4 Exactitud

Concentracion de ampicilina
Nivel bajo (80 %) Nivel medio (100 %) Nivel alto (120 %)
(3,2 ug Kg' en la (4,0 ug Kg' en la (4,8 ug Kg' en la
muestra de leche) muestra de leche) muestra de leche)
Valor teérico de
ampicilina en el extracto
concentrado (ug Kg) 266,6 282,8 298,9
Valor experimental 279,9 279,9 303,8
promedio (ug Kg)
Desviacién Estandar 17,5 19,3 12,8
DER 6,2 6,9 4,2
Exactitud -4,9 1,0 -1,6
Porcentaje de
recuperacion 104.9 98,9 101,6
% Recuperacion
Nivel bajo Nivel medio Nivel alto
104,9 £ 6,2 98,9 £ 6,9 101,6 £ 4,2

El porcentaje de error obtenido en los analisis efectuados para las tres concentraciones

evaluadas (3,2., 4,0 y 4,8 ug Kg'), se encuentra en -4,98., 1,01 y -1,61 %, respectivamente.

Estos valores se encuentran dentro del rango de -20 hasta 10 % establecidos por la (Guidance

for Industry, FDA, 2011) para andlisis con concentracion del analito superiores a 100 ug Kg'

indicando esto una buena exactitud del método.

3.7.5 Tiempo de vida del MIP

Desde su sintesis, el polimero ha permanecido estable e inalterable, y se han realizado mas de

500 analisis, sin que haya perdido su capacidad de reconocimiento de la molécula de ampicilina.
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3.8 Estudio de selectividad del método MISPE

En la ultima parte de este trabajo de investigacion se ha llevado a cabo un estudio de la
especificidad del método MISPE desarrollado. Para ello, se han realizado ensayos para

determinar el comportamiento del MISPE (MIP3) frente a otros antibidticos de estructura similar.

Los experimentos llevados a cabo se han realizado aplicando el método MISPE (MIP3), tal y
como se describe en el apartado 2.6 de Procedimientos, pero en este caso dopando la muestra
con una concentracion de 2 ppm de cada uno de los 4 antibidticos objeto de estudio, cuya
estructura quimica posee grupos similares a los de la ampicilina. Los antibiéticos utilizados en

este ensayo, de forma conjunta son amoxicilina, oxacilina, penicilina G sédica y ampicilina.

Los resultados de este estudio se muestran en la Figura 61, donde se puede observar que se
obtiene la mayor recuperacion para el caso de la ampicilina, y recuperaciones menores del 33 %
para el resto de los antibiéticos estudiados, demostrando que el MIP3 sintetizado exhibié una
elevada selectividad especifica para la ampicilina en presencia de otros compuestos

relacionados estructuralmente.

120
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% Recuperacion
[e)]
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) i‘ i‘
0 i‘

Amoxicilina Oxacilina Penicilina G Ampicilina

Antibidtico

Figura 61. Porcentaje de recuperacion de los distintos antibiéticos estudiados aplicando el método
MISPE (MIP3) especifico para la ampicilina.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la investigacion recogida en esta memoria han permitido cumplir los
objetivos principales de esta Tesis Doctoral, en cuanto al desarrollo de nuevos métodos analiticos
para la determinacion de los antibidticos eritromicina y ampicilina en muestras de leche de oveja
y vaca, respectivamente. Las conclusiones mas relevantes referidas a cada una de estas partes

se resumen a continuacion:

Parte A. Determinacion de eritromicina en leche de oveja

- Se ha puesto a punto una nueva metodologia de tratamiento de muestra para la
determinacion de eritromicina, antibidtico de la familia de los macrdlidos, en muestras de
leche de oveja, empleando un polimero de impresién o impronta molecular (MIPs) como
fase adsorbente en una columna de extraccion en fase sdlida (MISPE) mediante HPLC-
DAD.

- Se han sintetizado diferentes MIPs mediante un proceso de polimerizacién en bloque, no
covalente, y empleando diferentes metodologias de polimerizacion (radiacion UV y

temperatura).

- Los polimeros sintetizados fueron utilizados comofase selectiva adsorbente en cartuchos
de extraccion en fase sdlida (MISPE). Se llevd a cabo la caracterizacion analitica de los
polimeros, para lo que se optimizaron las etapas de acondicionamiento, carga, lavado y

elucion en el proceso de extraccion MISPE.

- Se llevo a cabo la validacion del método MISPE desarrollado. La curva de calibracion
obtenida mostré una linealidad en el intervalo estudiado de 24-965 pg Kg' con un
coeficiente de determinacion de R?= 0,9994. Ellimite de cuantificaciéon (LOQ) fue de 24,1
ug Kg™, por debajo del limite establecido por la Unién Europea (40 ug Kg™).

- Se llevé a cabo un estudio de selectividad del MIP seleccionado, aplicando el proceso
MISPE conjuntamente a la eritromicina y a antibiéticos de la mismafamiliay de estructura
similar (josamicina, espiramicina, roxitromicina, ivermectina y tilosina). El polimero
seleccionado presentd recuperaciones menores del 35 % para todos los antibiéticos

estudiados, excepto para la eritromicina y roxitromicina, cuyo reconocimiento fue
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alrededor de 98 y 85%, respectivamente, lo que indica que el polimero es selectivo para

el analito que se ha sintetizado y para el analito mas estructuralmente semejante a él.

- El'método de tratamiento de muestra desarrollado (MISPE-eritromicina) ha resultado ser
rapido y selectivo para la determinacién de eritromicina en leche de oveja en niveles de
concentracion por debajo del limite maximo de residuos permitido por la legislacion
vigente, suponiendo una alternativa que ofrece ventajas frente a los métodos

convencionales de tratamiento de muestra para este tipo de matrices.

Parte B. Determinacion de ampicilina en leche de vaca

- Se ha puesto a punto una nueva metodologia de tratamiento de muestra para la
determinacion de ampicilina, antibiético de la familia de los betalactamicos, en muestras
de leche de vaca, empleando un polimero de impresion o impronta molecular (MIPs)
como fase adsorbente en una columna de extracciéon en fase sodlida (MISPE) mediante
HPLC-UV.

- Se han sintetizado diferentes MIPs, variando la composicion de la mezcla polimérica
(mondmero funcional y porcentajes de los componentes), asicomo sus correspondientes
polimeros no impresos o blancos (NIPs), mediante un proceso de polimerizacion en

bloque, no covalente, y empleando radiacion UV.

- Sehallevado acabo la caracterizacién estructural de los polimeros sintetizados mediante
FT-IR. Al comparar los espectros FT-IR del polimero de control no impreso (NIP) con los
del polimero impreso (MIP) se puede observar bastante similitud en sus formas, lo cual

indica que existe una semejanza en la estructura de la red de ellos.

- En los espectros FT-IR obtenidos se observa la disminucion de los picos
correspondientes al -C=C—, y la presencia del pico correspondiente al —C-O- presente

en la molécula del monémero entrecruzante.

- Los polimeros sintetizados fueron utilizados comofase selectiva adsorbente en cartuchos
de extraccion en fase solida (MISPE). Se llevé a cabo la caracterizacion analitica de los
polimeros, para lo que se optimizaron las etapas de acondicionamiento, carga, lavado y

elucion en el proceso de extraccion MISPE.
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Los polimeros de impronta molecular desarrollados utilizando acido metacrilico como
mondmero funcional mostraron mayor selectividad a la ampicilina que los polimeros
desarrollados utilizando metacrilato de metilo o la mezcla de metacrilato de metilo y acido

metacrilico.

Al disminuir la proporcién del entrecruzante en la sintesis polimérica se obtienen
particulas muy pequefias de polimero, lo que lo hace dificil la manipulacién de éste,

ademas de suponer un aumento considerablemente del tiempo de analisis.

Los estudios de union del antibiético a los distintos polimeros impresos sintetizados
demostraron una gran retencidén y posterior elucién hacia la ampicilina, utilizando el

polimero de impronta molecular 3 (MIP3)

Se llevd a cabo un estudio de selectividad del MIP3, aplicando el proceso MISPE
conjuntamente a la ampicilina y a antibiéticos de la misma familia y de estructura similar
(amoxicilina, oxacilina y penicilina G). El polimero de impronta molecular 3 no presento
reconocimiento a antibidticos B-lactdmicos distintos a la ampicilina, lo que indica que es

selectivo para el analito que se ha sintetizado.

El MISPE fue evaluado para la extraccion y limpieza del analito en muestras de leche

entera de vaca las cuales fueron suplementadas con ampicilina.

Es necesario que las muestras de leche sean desproteinizadas y desgrasadas como paso
previo a la extraccion y limpieza del analito en el MISPE, para lo que se llevo a cabo un
proceso conjunto de extraccion de la grasa en frio y precipitando las proteinas con acido

aceético 1N.

Se utilizé el método de adicion de un patron de referencia para obtener una mejor sefial

del analito a bajas concentraciones.

Los resultados obtenidos indican que se puede extraer la ampicilina con un 90-100% de
recuperacion de una matriz compleja como la leche de vaca y analizar la muestra por
HPLC-UV.

Se llevd a cabo la validacion del método MISPE desarrollado. La curva de calibracion

obtenida mostré una linealidad en el intervalo estudiado de 100-500 ppb con un

167



BIBLIOGRAFIA

coeficiente de determinacion de R?= 0,9996, con una precision del 6-7%. El limite de
deteccion (LOD) calculado en términos de concentracion del analito en la solucién, fue
de 10,75 pg L' y el limite de cuantificacion (LOQ) fue de 35,83 ug L.

- Con los resultados obtenidos se propone el siguiente procedimiento para el analisis de
muestras de leche entera de vaca, quedando demostrada la posibilidad de utilizar el MIP
seleccionado (MIP3) en un sistema de extraccién en fase solida (MISPE) para
preconcentrar la muestra hasta un total de 20 veces, pudiendo alcanzar los limites asi

establecidos por la legislacion vigente (4 ug Kg™).

- Para las tres concentraciones evaluadas correspondientes al 80 %, 100 % y 120 % del
limite maximo de residuo (MRL) de ampicilina en la leche completa de vaca permitido por
la Unién Europea, se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 104,9 %, 98,9 % y 101,6
%, respectivamente, lo que indica una muy buena recuperacion del analito con el método

de extraccion desarrollado.

- El método de tratamiento de muestra desarrollado (MISPE-ampicilina) ha resultado ser
rapido y selectivo para la determinacion de ampicilina en leche entera de vaca,
obteniendo extractos libres de interferencias en las muestras ensayadas, suponiendo una
alternativa que ofrece ventajas frente a los métodos convencionales de tratamiento de

muestra para este tipo de matrices.
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Abstract

The aim of this study was to prepare molecularly imprinted polymers (MIPs) with ampicillin
(AMP) and to evaluate the feasibility of these materials for being used as solid phase extraction
sorbent for the selective preconcentration and determination of AMP in cow milk samples. MIPs
were synthesized by bulk polymerization using methacrylic acid or methyl methacrylate as
monomer and ethylene glycol dimethacrylate as cross-linker at different ratios. Characterization
of the MIPs were carried out by Fourier-transform infrared spectrometry. The variables affecting
the molecularly imprinted solid-phase extraction (MISPE) procedure were optimized. AMP
recoveries were higher than 98%, and RSD less than 7 %. A preconcentration factor of 20 was
reached, which was sufficient to determine AMP at levels allowed by the EU (4 ug kg ™) in cow
milk. The selectivity of the AMP-MIP was evaluated in presence of other structurally related -

lactam antibiotics (amoxicillin, oxacillin, penicillin G).

Keywords: ampicillin; milk; HPLC; MISPE

1. Introduction

Ampicillin (AMP) is a p—lactam antibiotic that belongs to the group of penicillins. It is semi-
synthetic, broad-spectrum, acid stable and orally absorbed antibiotic that inhibits bacterial
synthesis and is normally used for the treatment of common bacterial infections both in humans
and animals (Marin and Gudiol, 2003). In 1999, the European Union (EU) has forbidden the use

of antibiotics as additives in animal feed, but they are still in use in other countries.
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Different agencies worldwide are working in relation to the regulation of veterinary drug
residues in food of animal origin, and constantly making revisions to existing regulations (BU
Council Regulation 2377/90) and monitoring programs (BU Council Directive 96/23/EC). EU
maximum residue limits (MRLs) established for AMP is 50 ug kg * in muscle, fat, liver and
kidney and 4 pg kg ™ in milk (EU N° 37/2010). The low concentrations allowed require the
development of high sensitive and selective analytical methods. Currently, a large number of
researchers are working hard on improving the analytical methodology for the determination of
these compounds (Angeles et al. 2012, Camara et al. 2013, Tona, and Olusola, 2014, Song et al.
2014). Microbial assays were the earliest methods used for the detection of antibiotic residues as
screening methods (Gatica and Gesch 2007) and they are still widely used. These methods may
demand a few minutes, hours, or even an entire night inoculation, which is the case of most
commonly, developed methods (Pikkemaat 2009, Chéafer-Pericas, Maquieira and Puchades,
2010). Standardized methods recommended by Association of Analytical Communities (AOAC)
to determine antibiotic residues in food are based on high performance liquid chromatographic
(LC) methods coupled to different detectors. Many author have reported the determination of
B—lactam antibiotics by LC using diode array (Bailon-Pérez et al. 2009, Camara et al 2013),
fluorescence (Benito-Pefia et al 2005, Roca et al. 2010) and mass spectrometry detectors (Sijun
et al. 2007., Kantiani et al. 2009), using different procedures for sample preparation. Since the
residues of ampicillin in food samples are usually very low, a pre-concentration step is required
in most cases to enhance the efficiency and sensitivity of instrumental analysis. Solid phase
extraction (SPE) is the most common technique used for sample enrichment. However, the main
problems associated with the use of commercially available SPE cartridges for the determination

of antibiotics in food matrices are the lack of selectivity and the low recoveries obtained. These
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limitations can be overcome by using molecularly imprinted polymers (MIPs) as selective
sorbents in SPE (MISPE) cartridges for analyte preconcentration and clean-up of the sample.
Molecular imprinting is a technique that provides polymers with specific recognition properties
because the recognition sites within the polymer matrix are complementary to the analyte in the
shape and position of functional groups. These sites in the polymer provide the capacity for
specific rebinding with the template. MIPs can be selective for a particular analyte or group of
analytes and allow the pre-concentration of these analytes and the removal of the interfering
compounds from the sample matrix. The low cost of synthesis and the fact that MIPs are
reusable and have high stability to harsh chemical conditions are some of the advantages of the
use of MIPs as SPE sorbents. However, molecularly imprinted polymers are amorphous solids,
with great structural diversity. Proper application of these polymers requires an accurate
characterization of surface and structural properties (Campbell, Pethrick and White 2000,
Seymour and Carraher 2002). There are different methods for the characterization of polymers
among which infrared (IR) spectroscopy is the most important, whereby the main components of
an organic compound can be quickly and easily identified, and informs about the various
functional groups found in the molecule. Thus, it helps to know the structure of a new
compound. There are many articles in the literature dealing with the use of IR spectroscopy to
compare the structures of monomers, crosslinking and template of molecularly imprinted
polymer and molecularly non imprinted polymers (NIPs) (Philip et al. 2007, Li et al. 2008,
Santos et al. 2009, Zakaria et al. 2009, Liu et al., 2010, Guo et al., 2013, Bai et al., 2014, Zhao et
al., 2014).

The main goal of this work was to evaluate the feasibility of various MIPs, synthesized varying

monomer-crosslinker ratio, for being used as a selective solid phase extraction sorbent for the
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efficient selective preconcentration and determination of AMP in cow milk samples. This study
involves the formation of a molecular complex between functional monomers and a molecule
that acts as a template (ampicillin) in an appropriate solvent, followed by polymerization in the
presence of a cross linker. The characterization of synthesized polymers was carried out using
Fourier-transform infrared (FT-IR) spectrometry. The selectivity of the AMP-MIP was evaluated
in presence of other structurally related B—lactam antibiotics (amoxicillin, oxacillin, penicillin
G). Finally, the MIP was successfully applied to the clean-up and preconcentration of AMP in
cow milk samples using HPLC-UV detection. Although some MIPs for p—lactam antibiotics
have been studied (Zhang et al. 2010, Junfa et al. 2010) no specific MIP for ampicillin has been

synthetized and no applications to milk samples were previously reported.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents and solutions

HPLC-grade solvents used were acetonitrile, supplied by Burdick & Jackson, (Muskegon Mi,
USA), ethanol supplied by Riedel-de-Haén (Seelze, Germany) and methanol, supplied by
Burdick & Jackson AH230 (Muskegon Mi, USA). Potassium dihydrogen phosphate, monobasic
potassium phosphate, and analytical grade acetic acid was acquired from Riedel-de-Haén.
(Seelze, Germany). Hydrogen peroxide 30 % was obtained from PERDROGEN ® Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Methacrylic acid (MAA), methyl methacrylate (MMA) and
ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) were purchased from Advance Scientific and
Chemical Inc. (Florida, USA). Research Pharmaceutical (Bogota, Colombia), sodic penicillin G
was supplied by Pfizer Laboratories (Caracas, Venezuela), supplied solid stock standard of

ampicillin and amoxicillin and oxacillin was supplied by Genven Laboratories (Caracas,
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Venezuela). Ultra-pure water (18.2 MQ cm quality) was obtained using a Milli-Q water system
(Millipore, Bedford, MA, USA).

Stock standard solutions of each B-lactam antibiotic at 1 gL™ were prepared weekly by weighing
the exact amount of powder dissolving in 100 mL of diluent (water: KH,PO,4 1 M: acetic acid 1
N, 989:10:1 v/v) and stored at 4 °C in the dark following the method of United States
Pharmacopeia and National Formulary (2007). The working standard solution of AMP at an
adequate concentration was prepared daily by the appropriate dilution of the mentioned stock
standard solution with the diluent.

Mobile phase for chromatographic analyses was made mixing water, acetonitrile, KH,PO4, 1 M
and acetic acid 1 N (909:80:10:1 v/v). The solution was filtered through a 0.45 pum cellulosic

membrane filter before being used in the chromatographic system.

2.2. Synthesis of molecularly imprinted polymers

Ampicillin molecularly imprinting polymers (MIPs) were prepared by the technique of bulk
polymerization, according with non-covalent approach, using methacrylic acid (MAA) or
methyl methacrylate (MMA) as functional monomers, ethylene glycol dimethacrylate
(EGDMA) as crosslinking monomer, acetonitrile (ACN) as porogen and hydrogen peroxide as
initiator. Polymers were synthetized using different template/monomer/crosslinking ratios. Table
1 shows the molar composition of these polymers. For all MIPs, 0.010 grams of ampicillin (2.2
mM) was dissolved in acetonitrile (10 mL) in a glass tube and briefly vortexed at 50 °C, until
completely dissolved. Then, an appropriated monomer was added to AMP solution and mixed
in vortex for 1 minute and in ultrasonic bath for 5 minutes. EGDMA and hydrogen

peroxide (2% v/v) were added and mixed in vortex for 1 minute and in ultrasonic bath for 2
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minutes. Polymerization solutions were purged with nitrogen for 3 minutes and the flasks were
sealed before placing at 28° C under an UV light (UVS-54 lamp, Mineralight® Lamp, USA) for
24 hours. The obtained polymers were removed from the test tube using a spatula and distilled
water and were placed in a mortar, crushed and sieved wet with a stainless steel sieve pore
size of 300 um. Then, polymers were filtered to remove the liquid and washed with ethanol and
subsequently with methanol. The template was extracted with methanol-acetic acid 1 N (9:1 v/v)
in a water bath at 55°C for 6 hours. The presence of AMP in extracted solvent was tested by
HPLC. The procedure was repeated until no more template molecule could be detected.
Finally, MIPs were air dried and placed in a desiccator until use. For comparative purposes, non-
imprinted polymers (NIPs) were prepared under similar conditions without the addition of the

template molecule during the polymerization procedure.

2.3. Chromatographic conditions

The chromatographic analyses were performed using a Dionex Ultimate 3000 LC System
(Germering, Germany), equipped with a isocratic pump (1SO-3100SD), a column compartment
(Column Over TCC-3000) and a Ultimate 3000 (VWD-3100) variable wavelength detector.
Samples injections were carried out manually using a 20 pL loop mounted on an injection valve
(Rheodyne 8125, USA). Control system and data acquisition were carried out by Dionex LC
software (Chromeleon Version 6.80). AMP determination was carried out on a stainless steel
analytical column (5 pum particle size, 4 cm x 250 mm i. d.) packed with C-18 material
(Acclaim® 120), at a flow rate of 1.5 mL/min at room temperature, using the method described
in United States Pharmacopeia and National Formulary (2007). The mobile phase was water,

acetonitrile, 1 M KH,PO,4 and 1 N acetic acid (909: 80: 10:1 v/v). The detection wavelength was
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254 nm. Chromatographic conditions for the separation of all analytes was similar to the
conditions for AMP determination, except for the column temperature, it was kept at 30 °C. All
compounds were eluted within 11.5 min. Quantification was performed using external

calibration and peak area measurements.

2.4. Molecularly imprinted polymers FT-IR characterization

The infrared spectra of polymers were recorded using a Nicolet 380 Fourier transform IR
spectrometer (Thermo Electron Corporation, USA). The polymer was mixed with pure and dry
solid KBr, prepared and inserted in the pad holder shown in the spectrometer, using a spectral

range of 4000 - 400 cm™ and resolution of 4 cm™.

2.5. Milk samples pre-treatment protocol

Fresh morning milk samples from different cows were collected from paddocks at Higuerote,
(Estado Miranda, Venezuela). Cows had not received antibiotic treatment within the last 4
weeks. The samples were refrigerated and transported to the laboratory, and then stored at -20 °C
until use. The protocol used for pretreatment of spiked milk samples is detailed below. Milk
samples were allowed to thaw in refrigeration and homogenized. An amount of 20 grams of
homogenized cow milk was spiked with the desired amount of AMP, mixed by manual shaking
for 1 min and maintained at 4 °C in the refrigerator for 20 min to allow the equilibration of the
antibiotic with the milk matrix. Acetic acid 1 N (5 mL) was added to precipitate the proteins and
placed in a refrigerator for 20 minutes to allow the interaction of the solvent with the sample and
facilitate proteins and fat removal. The mixture was then centrifuged for 10 min at 6000 rpm,

resulting on a top layer of fat and a solid protein precipitation at the bottom. Fat was extracted
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by suction with the aid of a syringe and the supernatant containing the analyte was collected
using a Pasteur Pipette and loaded onto MISPE column for preconcentration sample and
antibiotic isolation procedure.

2.6. MISPE procedure

An amount of 350 mg of dry imprinted polymer was packed into syringes of 10 mL using a
Whatman N° 1 disc paper at the end of the syringe. MISPE cartridges were firstly conditioned
with 5x2 mL of acetonitrile prior to extraction. Then, 20 g of a spiked milk sample previously
pre-treated, following the procedure described in section 2.5 to erase fat and proteins, was
loaded. When the sample loading was completed, MISPE cartridge was washed with 2x2 mL of
acetonitrile. Then, target analyte was eluted using 3x2 mL of MeOH: acetic acid 1 N (99.4:0.6
v/v). Sample extracts were evaporated to dryness under a gentle stream of nitrogen at 30 °C and
re-dissolved in 1 mL of diluent (water: KH,PO, 1 M: acetic acid 1 N, 989:10:1 v/v). The
reconstituted sample was then analyzed by HPLC using the method described above. Finally, the
MISPE cartridge was washed with 3x3 mL of deionized water and regenerated by passing 5x2

mL of ACN before the next assay.

2.7. Validation of analytical method

Validation of the developed analytical method was carried out analyzing the following
parameters: linearity, accuracy, precision, limit of detection (LOD), and limit of quantification
(LOD) using spiked milk samples under the optimized MISPE conditions. For the study of the
linearity, a calibration curve with antibiotic solutions in a concentration range of 100 to 500 ppb
(ng/L) was prepared, evaluating the correlation coefficient and the equation of the line. The

accuracy and precision tests were based on the analysis of quality control standards for AMP at
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three concentration levels (high, medium and low) within the established range. Five replicates
for each concentration level were prepared. The accuracy was evaluated by means of recovery
(measure of the effectiveness of the extraction process) assays and was verified by the relative
standard deviation (RSD) of the series of measurements. The precision was evaluated in terms of
repeatability (intra-day precision) and reproducibility (inter-day precision) on the basis of 5
determinations for each of the studied concentrations of the antibiotic. The RSD percentages of
the data were calculated. The sensitivity of a method is the ability to discriminate small
differences in analyte concentration and was evaluated by the LOD and the LOQ. The LOD is
the minimum amount of analyte that can be detected but not necessarily quantified and can be
distinguished from a white analyzed under the same condition. The LOQ is defined as the
minimum amount of analyte required to obtain a significant result that can be distinguished with
a known probability of a white analyzed under the same condition with precision and accuracy.
LOD and LOQ were determined based on a signal-to-noise ratio of 3 (S/N=3) and 10

(S/N = 10), respectively, according to the FDA Guidance for Industry, 2011.

3. Results and Discussion

3.1. Preparation and evaluation of molecularly imprinted polymers

In the preparation of MIPs, there are many factors that have to be considered since they would
influence morphology, properties and performance of the polymers. In this work, several
parameters including the type of functional monomer and the molar ratio of the template, the
functional monomer and the crosslinker were studied to obtain a suitable MISPE for selective

extraction of AMP. For this purpose, six non-covalent molecularly imprinted polymers were

10
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synthesized by “bulk” polymerization using AMP as template, two different reagents as
functional monomer (MAA and MMA), and different ratios of functional monomer and
crosslinker (Table 1). MIPs synthesis were carried out following the procedure described in
section 2.2. The corresponding NIPs were also synthesized, to act as control.

Firstly, it was evaluated the possibility of using a mixture of functional monomers. Then, three
polymers (Polymers 1-3) using as functional monomers MAA, MMA or a mixture and fixing
crosslinking agent ratio were prepared. The recognition properties of the polymers were
investigated following the MISPE procedure described in section 2.6, optimizing general
parameters for SPE, including type and amount of loading solvents, washing solution and eluent.
Acetonitrile and acetonitrile:methanol at different ratios were assayed as conditioning, loading
and washing solutions. Methanol-acetic acid 1 N mixtures were evaluated as eluents. From the
obtained results, it was found that acetonitrile used as conditioning, loading and washing solvent
provided the higher differences between MIP and NIP cartridges in terms of recovery, and
worked more efficiently under the following conditions: conditioning (5x2 mL), loading (1 mL)
and washing (2x2 mL), for the three polymers tested. The use of 3x2 mL of MeOH: acetic acid 1
N (99.4:0.6 v/v) was necessary to ensure the complete extraction of AMP from the MISPE
column. These results evidence that MIPs exhibit the best molecular recognition in the
polymerization solvent (Tokonami et al, 2009) Figure 1 shows the binding data of MIPs and
NIPs obtained in these assays. The amount of AMP bound to MIP or NIP was calculated by the
difference between AMP total amount initially loaded onto the cartridge and the amount of AMP
present in the extracts from loading and washing steps. It was observed low AMP recoveries for
MIP1 and MIP2 (39 and 4 %, respectively) and their corresponding NIPs (19 and 3 %,

respectively). MIP 3 (MIP containing 100 % MAA) provided the highest selectivity binding to
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AMP, obtaining a recovery of 100 %, and from NIP3 was obtained a recovery of 7.2 %. The
great difference between the amount of analyte bound to MIP3 and NIP3 exhibits high specific
interactions between the template and the MIP. Therefore, MAA was used as monomer for
further experiments. According to the literature, methacrylic acid has usually been adopted as
functional monomer since carboxyl group functions as a hydrogen donor and a hydrogen
acceptor at the same time, and the imprinted molecules interact, during both the imprinting
procedure and the rebinding, with the polymer via non-covalent interactions (ionic, hydrophobic
and hydrogen bonding), and are easily reversed facilitating the removal of the template molecule
from the network after polymerization (Hongyuan, Y and Kyung H, 2006).

The mechanical stability and integrity of the polymer matrix are important in the design of a SPE
sorbent. These factors, characteristic of the network, are depend on the crosslinking ratio.

The degree of crosslinking plays an important role in the mechanical stability and integrity of the
polymer matrix and also the molar ratio of the functional monomers to the crosslinker must be
taken into consideration, since the functional cavities must be sufficiently spaced to allow the
individual binding pockets to swell. If the amount of the crosslinking is too little, the template
cavities formed in the polymer will be too close to each other, creating a larger, less recognitive
pore (Pichon and Chapuis-Hugon, 2008). Therefore, a series of polymer with different
crosslinking ratio using MAA as functional monomer were prepared in order to get an
appropriate polymer to act as selective SPE sorbent for AMP determination (Polymers 3-6, Table
1). Binding experiments were carried out in terms of AMP recoveries. From the obtained results,
it was found than an increment of crosslinker in the polymerization mixture provides higher
binding percentage (Table 2). Then, MIP3 with higher crosslinking ratio (MAA/EGDMA 1:5)

presented the best recognizing properties, yielding the highest percentage of recovery of the
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antibiotic, since a high amount of crosslinker enables the microcavities to maintain three-
dimensional structure complementary in both shape and chemical functionality to that of the
template after removal of the template, and thus, the functional groups are held in an optimal
configuration for rebinding the template, allowing the receptor to ‘recognize' the original

substrate (Hongyuan, Y and Kyung H 2006).

3.2 FT-IR analysis of the polymers

The FT-IR spectra of the synthetized MIPs and NIPs were recorded in the range of 500-
4000 cm ™' by KBr pellet method. Figure 2 shows the FT-IR spectra of the Polymers 1, 2 and 3
after removal of the template (MIP washed). The three polymersshowa broad band
between 1100 -1200 cm-1, corresponding to the stretching vibrations of -C-O-C- that could be
attributed to the link of the monomer and cross-linker EGDMA. The sharp peak at 1730 cm™' is
the characteristic peak of C=0 stretch, due to C—=0 vibration of EGDMA. The broad peak at
the range of 3300-3700 cm™' was related to the stretching vibrations of O_—H. MIP3 shows a
broadband between 2850 and 2900 cm™ corresponding to C__H stretch (presence of COOH).
This band decreases in MIP1 and MIP2 according to the amount of MAA, being the lowest in
MIP1, synthetized only with MMA. As MIP3 was synthetized only with MAA as functional
monomer, the COOH group is evident.

The FT-IR spectrum depicted in Figure 3 show the comparison of the MIPs containing different
crosslinking:monomer ratio (MIP3-6). The profile of the spectrum was similar for all the
polymers.

However, it was noted that the proportion of cross-linking decreases, when there is an increasing

signal of the band corresponding to CH (COOH) at 3000 cm™.
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Figure 4 shows FT-IR spectra of ampicillin, MIP3 after and before removal the template (washed
and unwashed, respectively) and NIP3. It can be seen that spectrum of MIPs and NIP are similar,
indicating similarity in the structure of the network. In the IR spectrum, there are absorptions due
to OH stretch of carbonyl (3500cm™), stretchof the carbonyl group (1730 cm’
1y, CO stretch (1260cm™), and vibration CH (756, 1390, 1460 and 2956 cm’
1. In 2990 and 2956 cm™, are the stretching vibrations of CH band at 1454 cm™ appears to be
due to -CH.-, and the band in 1389cm™ may be due to CHs. Likewise, it was also identified
similarities between the spectrum of template and MIP3 unwashed mainly in the CN and
CC bonds (500-1600 cm™). After washing, the spectra of the MIP are comparable tothe NIP
(white polymer), which indicates that the entire template was removed from the MIP unwashed.
This similitude was found in all polymers evaluated. All signals suggested that AMP-MIPs were
successfully synthesized. Similar results were obtained by Santos et al. (2009), they found that
the IR spectrum of unleached-MIP was very similar to that of the leached-MIP, indicating
molecular structure similarity. In molecularly imprinted polymers for the selective recognition of
4-aminophenol, Li et al (2008) also found that exists similarity in both the spectra of template
and the precursor, in a MIP prepared using Boc-L-Phe-OH as a template. After washing, the
spectrum of the MIP becomes comparable to that of the blank polymer, and Pereira et al (2014),
in MIPs synthesized based in 1-vinyl-2-pyrrolidone as monomer and divinylbenzene as
crosslinker, found in general, that the FT-IR spectra for all the MIPs are very similar each to
other, consistent with the fact that all the products were synthesized based on same monomer and

crosslinker, and also there were no significant difference between MIPs and NIPs.
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3.3. MISPE optimization for milk analysis

The functionality of AMP-MIP3 was confirmed in these previous binding studies and its
performance was compared with NIP3 simultaneously under identical conditions to prove the
nonspecific binding. To obtain the best selectivity and recovery in the MISPE procedure, using
MIP3, key factors influencing SPE efficiency, such as washing and elution steps were optimized.
Milk is a highly complex matrix containing a great variety of compounds as proteins, sugars,
lipids, that can interfere in the pre - concentration efficiency and recovery of AMP in SPE.
Therefore, prior to the MISPE procedure, a pre-treatment for proteins and fat removal from the
milk samples was required in order to avoid blockages in the MIP. Acetic acid 1N, acetonitrile
and acetic acid 1 N:acetonitrile mixture using different volumes were tested for protein
precipitant. The use of acetic acid resulted in a broad AMP peak, and recoveries of 11.5 % and
100 % were obtained when 0.5 and 1 mL were used, respectively. To improve the profile
chromatographic of the peak, acetonirile was used. Low AMP recovery (15 %) and similar peak
width were obtained. The mixture acetic acid 1 N: ACN (2:8 v/v) provided recoveries around 89
% but not improved the analytical signal. On basis of these results, an additional step for fat
removal was assayed after all the precipitation solvents tested, before AMP extraction, to
improve the analytical response. Different organic solvents, such as acetonitrile or chloroform
was used at different temperatures and also it was tried the MISPE washed with NaOH 0.5 M.
Results were not fully satisfactory in any cases, since profile chromatographic of the peak did not
improved notably nor AMP recovery (lower than 15 %). Then, only acetic acid 1N was used for
protein precipitation, and it was studied the influence of the volume and temperature on AMP
recovery. Using 5 mL of acetic acid and leaving the mixture at 4°C during 20 minutes resulted on

a upper fat layer that was removed using a syringe and a solid protein precipitation at the bottom,
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leaving in the middle the solution containing the analyte, that was directly placed onto MISPE
column. MISPE procedure above described was applied and quantitative recovery (100 %) and a

narrow peak were obtained under these conditions.

3.4. Analytical performance

The analytical performance of the developed MISPE methodology was validated by the
determination of linearity, accuracy, precision, LOD and LOQ, using spiked samples. The
linearity of the method with HPLC-UV detection was tested in a range of 100-500 (ug kg™). The
calibration curve obtained (y = -3E® x + 0.0000169) showed linearity, with correlation
coefficient R?= 0.9996. In order to achieve the detection of the maximum level of residues
allowed for AMP in cow milk (4,0 pug kg™), a preconcentration step was necessary. Thus,
different volume of spiked milk sample was loaded onto the MISPE column. Using 20 mL of
sample was enough to achieve quantify concentrations around MRL in the calibration curve
obtained, reaching a preconcentration factor (PCF) defined as the concentration ratio of the
analyte in the final extract ready for its determination and in the initial solution, of 20. The
accuracy was evaluated by calculating the recovery obtained for AMP under MISPE optimized
conditions using 20 mL of spiked milk samples at three concentration levels corresponding to 80,
100 and 120 % of MRL established by EU (4,0 pg kg™): low level (3,2 pg kg™), medium level
(4,0 pg kg™) and high level (4,8 pug kg™). Residues obtained were analyzed by HPLC-UV in
quintuplicate. Recoveries were higher than 95% and their corresponding relative standard
deviations (RSD) were less than 7 %. The limit of detection and the quantification limit for the

solution, calculated as Guidance for Industry of FDA (2011) were 10.7 and 35.8 (ug/L).
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3.5. Selectivity study

The molecular imprinting technique allows the design of new artificial materials of specific
recognition. After removal of template molecule, MIP shows a high selectivity to the imprinted
molecules due to the arrangement of the functional groups of the monomer units around the
imprinted molecules. In order to verify the selectivity of MISPE toward AMP, other B-lactam
antibiotics with similar chemical structures as competitive molecules: amoxicillin (AMOX),
oxacillin (OXA), and penicillin G (PEN-G) were examined. For interference studies, recoveries
of B-lactams antibiotics at concentration levels of 1 ppm were tested by procedure developed for
the MISPE. The values found were 21.8 % for AMOX, 33.3 % for OXA and 15.4 % for PEN-G
and for AMP 110 %. The results demonstrated that the MIP-SPE column exhibited specific

selectivity for AMP in the presence of other structurally related compounds.

4. Conclusion

An HPLC-UV method for the selective and effective preconcentration and determination of
AMP using a MIP as SPE sorbent has been developed. Several MIPs have been synthetized and
characterized by binding and FT-IR studies. The optimal MIP has been used as sorbent of SPE
(MISPE) column and applied for the selective preconcentration of AMP from cow milk samples.
Molecular recognition specificity of the MIP using structurally similar compounds exhibited a
highest selective rebinding to AMP. The developed method allows the quantification of AMP in
complex samples as milk at the concentration levels required by legislation. It is the first time
until now that a selective MIP for preconcentration of AMP has been synthetized and applied to
milk samples, offering an alternative for AMP determination using a simple instrumentation

present in most common analytical laboratories.
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Figure 1. Binding experiments in terms of AMP recoveries comparing the use of different
functional monomer during polymerization process.
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Table 1. Composition of the synthesized molecularly imprinted polymers (molar ratio).

TABLES

Polymer Template Functional monomer | Crosslinker
code NMAA MMA EGDMA
1 1 -- 100 500
2 1 50 50 500
3 1 100 -- 500
4 1 100 -- 200
5 1 100 -- 100
6 1 100 -- 50

Table 2. Binding studies in terms of AMP recoveries from a series of polymer containing
different degree of crosslinker.

Polymer | Monomer/Crosslinker ratio B”:;i'ng
MIP 3 15 100.00
MIP 4 1:2 50.49
MIP 5 1:1 22.33
MIP 6 1:0.5 17.60
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Figure 2. Comparison of FT-IR spectra of MIPs synthetized using different functional monomers
(MIP1: MMA, MIP2: MAA/MMA, 1:1, MIP3: MAA) after template removal.
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Figure 3. Comparison of FT-IR spectra of MIPs synthetized using different functional
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ANEXO Il

SINTESIS Y EVALUACION DE POLIMEROS MOLECULARMENTE
IMPRESOS PARA LA IDENTIFICACION DE AMPICILINA.

Soledad, B., Garcinufio, R., Fernandez, P y Durand, J. S.

LXI Convencion anual ASoVAC. Acta Cientifica Venezolana. Maracay, Venezuela.
Noviembre. (2011)

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE EXTRACCION DE AMPICILINA EN
LECHE DE VACA COMPLETA PARA SU ANALISISPOR HPLC UTILIZANDO
POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESOS EN CARTUCHOS DE
EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Soledad, B., Garcinufio, R., Fernandez, P y Durand, J. S.

LXI Convencion anual ASoVAC. Acta Cientifica Venezolana. Maracay, Venezuela.
Noviembre. (2011).
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Bruzual mostré que se compone principalmente de B-cariofileno (33,70%) y vy-
elemeno (23,52%). El oxido de cariofileno se encontr6 presente en las muestras
de Cocorote, Sucre y Bruzual en una composicion relativa de 0,44%, 1,11% y
1,83% siendo este componente quimico el responsable de inhibir completamente
el crecimiento fungico; por otro lado el hecho de que las tres diferentes muestras
tengan en comun felandreno como uno de sus componentes en un porcentaje de
0,64% hasta 2,12% le da a todas un poco de un olor blando, especiado, aromatico
y picante, dicho componente quimico es el mismo terpeno predominante en la
pimienta. El analisis del componente principal de los datos de concentracion del
total de compuestos mostrd diferencias en la composicion quimica de acuerdo al
origen geografico, la distancia entre estas aéreas de recoleccion podria ser una de
las causas de esta variabilidad debido a la falta de intercambio genético entre
estas malezas; otra de las posibles causas de esta variacion en la composicion
quimica es la composicion del suelo, el clima, la incidencia de la luz solar, las
practicas culturales, infeccion de la maleza y las técnicas de cosechas.

Palabras clave: aceite esencial, cariofileno, Hyptis suaveolens, mastranto.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL 6’-(4”’-
HIDROXIBENZOIL)-ROSEOSIDO A PARTIR DE Ouratea polyantha
Engl. (Ochnaceae) Y SUEFECTO SOBRE LA GLUCOSA 6-FOSFATASA
(Isolation and characterization of 6’-(4”’-hydroxybenzoil)-roseoside from
Ouratea polyantha Engl. (Ochnaceae) and its effect on glucose-6-phosphatase)
J. Bermudez,! M. Rodriguez,' S. Duque,” F. Gonzalez-Mujica® y M. Hasegawa'
1 Laboratorio de Productos Naturales, Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias,
Universidad Central de Venezuela. Apartado Postal 47102. Caracas, Venezuela
2 Seccion de Bioquimica Médica, Instituto de Medicina Experimental, Facultad
de Medicina, Universidad Central de Venezuela. Apartado Postal 5058. Caracas,
Venezuela

mariac.rodriguez@ciens.ucv.ve y freddygonzalezmujica@gmail.com

El aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios provenientes de
plantas y el estudio de su posible efecto bioldgico es de especial importancia. En
el presente trabajo se purifico un norsequiterpeno que no habia sido descrito
anteriormente, del tipo megastigmano, que presento un porcentaje de inhibicion
de la glucosa-6-fosfatasa menor que la floricina. En el proceso de purificacion del
compuesto mencionado se utilizo la cromatografia contracorriente, con el sistema
de solventes CHCl;-n-BuOH-MeOH-H,0O;  (4:0,5:3:2;v/v), seguida de
cromatografia en columna, empleando la mezcla CH,CL-MeOH; (98:2; v/v).
Utilizando los espectros de MS, UV-Vis, IR, RMN-'H, RMN-"*C, DEPT-135,
HMQC, HMBC, COSY y NOESY identificamos al compuesto aislado como 6’-
(4°’-hidroxibenzoil)-rosedsido. Los efectos del megastigmano aislado sobre la
glucosa 6-fosfatasa se ensayo utilizando microsomas intactos y rotos con 5 mM
de glucosa 6-fosfato como sustrato; se usé 50 [IM floricina como control
positivo. A 0,2 mM de 6’~(4’-hidroxibenzoil)-rosedsido produjo una inhibicion
del 13,7%, en comparacién al 27,8% de inhibicién obtenido con floricina, de la
enzima en microsomas intactos sin afectar la actividad cuando los microsomas se
rompen mediante el uso de histonas, resultados que sugieren que el compuesto
afecta al transportador T1 de la glucosa 6-fosfatasa. Vale la pena mencionar que
el compuesto rosedsido ejercié una inhibicién del 58,5% de la enzima en los
microsomas intactos, sugiriendo que la presencia de el sustituyente 4’-
hidroxibenzoil ejerce un efecto negativo en la actividad biologica.
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Palabras Claves: Hidroxibenzoil, Ourotea polyantha Engl. Glucosa Fosfatasa

SINTESIS Y EVALUACION DE POLIMEROS MOLECULARMENTE
IMPRESOS PARA LA IDENTIFICACION DE AMPICILINA
(Synthesis and evaluation of molecular imprinted polymers for ampicillin
identification)

B. Soledad', R. Garcinufio®, P. Fernandez?, J.S. Durand®.

1 Universidad Catolica Andrés Bello
2 Universidad Nacional de Educacioén a Distancia, Espaiia
bsoledad@ucab.edu.ve

Existe un marcado interés en la busqueda de productos de elevada calidad para la
alimentaciéon humana, sin embargo los productos empleados para mejorar la
calidad de los alimentos pueden dan lugar a la aparicion de residuos que resultan
altamente nocivos para la salud, motivando esto la utilizacion adecuada de
métodos analiticos existentes, asi como la implantacién de nuevas tecnologias de
andlisis para su deteccion. La presencia de antibidticos en alimentos puede traer

84

consecuencias indeseables tales como el desencadenamiento de procesos
alérgicos, reacciones de hipersensibilidad, desarrollo de organismos patdgenos
resistentes, por lo que su analisis es de vital importancia. En este trabajo se
sintetizaron y evaluaron diferentes polimeros molecularmente impresos para la
identificacion de ampicilina, utilizando diversas proporciones de acido
metacrilico y metacrilato de metilo como mondmeros funcionales, etilenglicol
dimetacrilato como mondémero entrecruzante y ampicilina como molécula molde,
mediante polimerizacion por el modelo de impresion no covalente. Los polimeros
desarrollados fueron caracterizados por espectroscopia FT-IR. Se evalud la
capacidad de los polimeros de retener la molécula molde, desarrollando cartuchos
MISPE y analizando el extracto obtenido por HPLC. Se concluye que el polimero
molecularmente impreso utilizando como monoémero funcional al acido
metacrilico presentd la mayor afinidad por la molécula molde. En la medida en
que se disminuy6 la proporcion del mondmero entrecruzante, la capacidad de
retencion del polimero disminuye y el tiempo de analisis aumenta
considerablemente. En la caracterizacion de los polimeros por espectroscopia FT-
IR, se observa que existe una semejanza en la estructura de la red entre el
polimero molecularmente impreso y el utilizado como blanco (polimero no
impreso), asimismo se obtuvo la polimerizacién con el entrecruzante por la
aparicion del pico C-O en todos los polimeros estudiados y la disminucion del
enlace —-C=C-.

Palabras clave: Polimeros molecularmente impresos (MIPs), ampicilina, HPLC.

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE EXTRACCION DE AMPICILINA
DE LECHE DE VACA COMPLETA PARA SU ANALISIS POR HPLC
UTILIZANDO POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESOS COMO
CARTUCHOS DE EXTRACCION EN FASE SOLIDA
(Development of an extraction system of ampicillin in whole cow's milk for
analysis by HPLC using molecularly imprinted polymer cartridges as solid phase
extraction)

B. Soledad', R. Garcinufio®, P. Fernandez?, J.S. Durand.

1 Universidad Catolica Andrés Bello
2 Universidad Nacional de Educacion a Distancia, Espana

bsoledad@ucab.edu.ve

La extraccion en fase solida basada en polimeros molecularmente impresos es
una nueva técnica utilizada para el analisis de muestras del medioambiente, de
alimentos y bioanaliticas y se denomina con las siglas en inglés MISPE
(Molecularly Imprinted Solid Phase Extraction). El analisis de un compuesto en
mezclas complejas frecuentemente requiere diversos pasos de pre-tratamiento. Si
el analito estd presente en baja concentraciéon, es necesario que este sea
concentrado para poderlo detectar por técnicas analiticas estandares. Por otra
parte, si este esta presente en una mezcla compleja de compuestos similares, es
necesario un paso que involucre su limpieza. La leche completa de vaca es una
matriz bioldgica compleja, conformada por proteinas, carbohidratos, acidos
grasos que a menudo afectan la separacion de los compuestos de interés analitico
y que por otra parte pueden reducir considerablemente la vida de las columnas
cromatograficas, dafiar los inyectores, detectores y otras partes del equipo
cromatografico. Por este motivo es necesario hacer un enfoque especial en la
preparacion de muestras en lo que se refiere a la extraccion y limpieza de las
mismas. En este trabajo se sintetizo un polimero molecularmente impreso para la
identificacion de ampicilina utilizando una relaciéon 1:5 mondmero:
entrecruzante, empleando 4cido metacrilico como mondmero funcional y
etilenglicol dimetacrilato como mondémero entrecruzante y se utilizo para
desarrollar un sistema de extraccion de ampicilina en leche completa de vaca. El
MISPE fue evaluado para la extraccion y limpieza del analito en muestras de
leche de vaca completa las cuales fueron suplementadas con ampicilina, para lo
que es necesario que las muestras de leche sean desproteinizadas como paso
previo a la extraccion y limpieza del analito. Los resultados obtenidos indican
que se puede extraer la ampicilina de manera satisfactoria de una matriz compleja
como la leche de vaca y analizar la muestra por HPLC.

Palabras clave: Polimero molecularmente impreso (MIP), ampicilina, HPLC.

FIABILIDAD DE SISTEMAS DE DETECCION CON SENSORES
(Reliability of detection systems with sensors)
L. Manganiello', C. Vega®
'Centro de Investigaciones Quimicas — CIQ, Facultad de Ingenieria, Universidad
de Carabobo, Campus de Barbula, Valencia, Venezuela
*Instituto de Matematicas y Calculo Aplicado - IMYCA, Facultad de Ingenieria,
Universidad de Carabobo, Campus de Barbula, Valencia, Venezuela
Imanganiello@uc.edu.ve; vega.cristobal@gmail.com

Para determinar la fiabilidad de los sistema de deteccion con sensores en
concentraciones cerca del limite de deteccion se realizé un estudio quimiométrico
simple de 100 muestras estandar en niveles de concentracion diferente a fin de
identificar las respuestas correctas de falsos positivos y falsos negativos. Las
sefales de los sensores fueron filtradas mediante ondiculas con el método LDM —
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Introduccion

Analisis| de alimentos | Pasos principales para preparar un polimero de impronta molecular |

Fines Terapéuticos

Uso de
ibi6ti . S . . . Pre-polimerizacion
3::';:":12“;;5 en Fines profilacticos En matrices complejas, es necesario el uso P
Promotores del de técnicas de tratamiento de la muestra X — \—_}/?% \;)?
l crecimiento que tengan alta especificidad y sensibilidad [
(] s | . S
Ingesta de alimentos con R ’ e (R
antibidticos . . . =
La extraccion en fase soélida con polimeros de =
1 impronta molecular ofrecen esta posibilidad Enlazamiento " .
(MISPE) de uno o Polimerizacion Extraccion
Problemas en humanos por resistencia va’rios dela
bacteriana y reacciones alérgicas mondmeros molécula

T MIP funcionales molde
L, - . conla
- — . Polimeros que Objetivos molécula
Andlisis de alimentos y determinacién de su contenido poseen

propled?dgs de Desarrollo de un polimero molecularmente impreso o de Impronta Molecular (MIP)
reconocimiento

especifico para el antibiético utilizado como molécula molde.
Desarrollo Experimental molecular Este objetivo se puede dividir en otros mas concretos:
a) Sintesis y evaluacion de diferentes MIPs empleando mondmeros funcionales de
distinta naturaleza.
| Sintesis de los polimeros de impronta molecular | b) Evaluacion de la eficiencia de union y elucion de los MIPS sintetizados.
. c) Preparacion de cartuchos MISPE (Molecularly Inprinted Solid Phase Extraction).

POLIMERIZACION
[} H.0,

p 0,
S on s UV (24h, 28°C)  MIP |
+ + ey = ¢ ) Y S, .,
g > COOCH;
. L Monémero funcional Monémero funcional 1 I I I
Ampicilina % Acido metacrilico Metacrilato de metilo - - - g -
0 : & 8

Método MISPE |

+ \[HLo/\/Oj])L + ACN
o

et . Disolv ente Acondicionamiento i:li‘:c‘:l?c‘:;
Etil Frelc;‘uza;e iat Acetonitrilo & porciones de 2 mL 2 ppm
llenglicol dimetacriato, de Acetonitrilo
EGMA MIPs Sintetizados. Reactivos y proporciones TAMIZADO Lawade del Elucién de la
cartucho del ampicilina del
Mokl Mandmero funciorl Entesruzanie Disoherte MISPE potimero
écula a imprimir lanémera funcional nirecruzan ischven Iniciadar
i e 2 de 2 mL i
Polimero Ampiciina fom W Etlenglicodimetacriato Acetonitilo Per ds iigera a0 porelones de & m 3 porciones de 2 mL
(gramos) (millitcs) {miilios) (mililitros) [millitros) (mililiros) = Antibidtico de Acetonitrilo Metanol: acido
MIP 1 0.0100 0 027 2.7 10 0.22 acetico 1 0
NIP 1 [ o 0.27 27 10 0.22 = Otras sustancias 7 o (198,8:1,2 viv)
MIP 2 0.0100 042 013 2.7 0 0.22 Cuantificacién: HPLC
| bIP 0 01 013 vi 10 0.22
MIF 3 0.0100 0.24 [ 2.7 10 022
NIP 024 ] 7 10 0 o ilsi imi i
"miF 6 0.0100 0.24 [ 11 10 0.22 Columna asilica parosa
| NIPE 0 0.24 Q 11 10 0.22 Fase mévil: agua, acetonitrilo, fosfato monobésico de potasio 1 M y 4cido acético 1 N(909: 80: 10: 1 v/v)
| mipo 0.0100 0.24 0 0.54 10 0.22 ) L N o S N
NPS 0 024 0 054 10 ) Diluyente: 10 mL de fosfato monobasico de potasio 1 M/ 1 mL de acido acético 1 N. Dilucién con agua
e 12 0.0100 0.24 [ 0.27 10 0.22 i
NIP 12 1] 024 ] 0 10 0.2 hasta 1000 mL
Deteccién UV a1:254 nm
HIP: Polimero no impreso utilizado como control y sintetizade bajo las mismas condiciones que el WIP pero sin molécula molde.

Resultados

Al r HPLC
Recuperaciones de ampiciina en los MIPs esfudiados A AP | E
Polimero _ Porcentaje de recuperacion Relacién de recuperaciones MIPINIP =z
MIP 1 61.27 Extraccion — “v,\ P L =
MIP 2 24.03 1 o -
Polimero ppm e N - Sasianvy
MIP 3 96,69 MIP UNIP 1] 1802 bz s
MIP 6 62.33 - - s = . —
MIP 9 24.95 MIP 2NP2| 288 ”\V I N o
MIP 12 35.80 MIP INIP3| 1519 D =
RecuPemﬂg‘ d? antibidticos betalactamioos con E‘IM‘P 3 3 {fﬁ‘v“'\ {' :; | B - Espectros FT-IR de MIP y NIP ™= Similares ™ Similtud en la estructura de la red
Antibiotico % Rempemc.on o ‘ - Absorbancias: - Vibraciones de C-H (-756, - 1390, - 1460,
Amoxiciina 16.5 3 {-’ i - Stretch del OH caboniico( 3500 an-) Y Vibraciones e tensidn del GH =290
. .= - Stret 1730 * 1
Oxacilina 220 MIP 3 no_n-_llr?stro afln_llqad por i H et (e L e oSy 0 ™|y e e el o probible -G
; amoxicilina, oxacilina, - Banda en 1389 cm-1 = Probeble CHs
Penicilin G sodica 189 nicilina G - Pico C-O en todos los polimeras | . oimerzacién el entrecruzante
Ampiciina 96.7 Y pel - L del enlace ~C=C. También en espectros NIR.
h \ J' I r 7| - Similitud entre espectro del emplatey d precursor (MIPsin lavar)en C-N y C-C (500-1600 cm-
o L‘ | Ve - Después del lavado, espectros MIP y NIP son comparates™  Template eliminado del precursor

Conclusiones

» EIMIP3 desarrollado utilizando acido metacrilico como monémero funcional mostré mayor afinidad hacia la
ampicilina que el polimero desarrollado utilizando metacrilato de metilo o la mezcla de metacrilato de metilo y
acido metacrilico.

» Los MIPs fueron empaquetados en cartuchos de extraccion en fase sdlida (MISPE) y estos fueron evaluados vy
caracterizados, encontrandose las condiciones de acondicionamiento, carga, lavado y elucién adecuadas para

el analisis de la ampicilina. | [XT Convencién de AsoVAC 2011.
Noviembre 13-18 2011 Maracay Venezuela
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Problemética en la determinaciéon de ampicilina_en leche de vaca

Introduccién

Acumulacién en tgido

i adiposo y 6rganos de animal Matriz compleja
Fines interferencias LMR <4 ng Kg-1 MISPE “SELECTMDAD
profilacticos *RAPIDEZ
*BAJO VOLUMEN

Fines terapéuticos

Extraccién en fase DISOLVENTE
Pr ia de antibicticos en p PRECONCENTRACION Y LIMPIEZA sélida con
oticos en veterinaria de consumo humano polimeros de
l / l impronta molecular
Riesgo de Salud Publica;
Promo_to_res del Resistencias bacterianas y reacciones alérgicas NECESIDAD DE TECNICAS DE TRATAMIENTO DE MUESTRA
crecimiento DE ALTA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
° CONTROL DEL NIVEL DERESIDUGS

EC 1831/2003 EU N° 37/2010 Objetivos

Limites Maximos de
Residuos Desarrollo y validacién de un método de extraccion en fase sélida utilizando cartuchos

LMRs (antibiéticos en leche) e 5 7 A
Desarrollo Experimental MISPE para la pre-concentracion de muestras para la determinacién de ampicilina en leche
Ampicilina: 4 ugkg-1 de vaca completa, empleando la técnica de la cromatografia de liquidos (HPLC-UV)
| Proceso de extraccion de la ampicilina |

20 g de leche de vaca Adicién de 5 mL de HAc 1N : %
completa congelada para precipitacion ® h o 2

de proteinas T 'I' Elucion dela
- i — a ampicilina del polimero
i &

Método MISPE

Reposar en nevera a 4 °C ’ 3 porciones de 2 mL
por 20 min Acendicionamiento ! matanol-4cido acética 1N
Su\umon ite de la | (198,8:1.2)
Descongelar en 5 porciones de 2 mL 2w
il centnfugac\on dela leche Lavado del
neveraa 4 °C de acefonitilo completa de vaca luego Evapor con Agregar 1 mL de Anlizar por
- v cartucho MISPE - .
Centrifugar de la precipiacion de las || porciones de 1 mL — Nirégenohasta ~ —  solLcidn de — HPLC a254 nm
proteinas con HAc 1N s acetonitrlo sequedad Ampicilina 200 ppb
Recoger eluato en
Adicion del analito tubo de ensaio

para alcanzar una o
goncentracion de Extraccién del scbrenadante + Ampicilina

4pgiKg de leche con jeringa teniendo cuidado . Otras sustancias Cuantificacion: HPLC
de no tomar |a capa grasa

Columna O ilsil quimi asilica porosa

’W‘ Fase movil: agua, acetonitrilo, fosfato monobasico de potasio 1 My acido acético 1 N(909: 80: 10: 1 v/v)
MISPE / s i ack é

Diluyente: 10 mL de fosfato monobasicode potasio 1 Mcon1 mL de acido acético 1N y se diuyd con agua destilada hasta 1000 mL
Deteccion UV a 4:254 nm

Resultados

R WY ]
B0 v = |Va|idaci6n del método por HPLC | Caracteristicas analiticas del método
Caracteristica Valores
Resumen de los valores obtenidos paralas [,
diferentes concentraciones del analito Linealidad 5 R2-0 9996
y=0.0000169 x = 3E =,
Concenlracignde Precisin DER: 6.2 ;69y4.2para32; 4y48ppb
Ampicina S2p0h 400 4870 respectivamente
Enlasolucién de . N
wciniimi 846 808 %8 Exactitud Porcentaje de error: 498,101y 161 % para
- g | | Endpeinatetio 2020 2020 020 3.2; 4y 48 ppb respectivamente
S S e ot d a slin e s e ampiine. Toel eperac 866 s 64 Especificidad No posee finidad frente a amoxiciling,
e . ovaciling, penicling G sodica y tosilato de
1 - Limite de deteccién y limite de Promedio obtenido g 2798 038 . ..p Y
e e s ton pam 1a solucion o sultamicilina
“““ (Curva de calibracién) = &2 88 iz N . z 2l o
e Valor (ugl) Poceilaede % e . Tiempa de vida Mas de 500 analisis desde su sintesis
Limite de Detecdion (LOD) 10,75 recupecidn
Limite de Cuantificacion (LOQ) ' 35,83 DER: Desviacién Estandar Relativa LOD: Limite de Deteccién  LOQ: Limite de Cuantificacion
Curva de calibracion ampicilina pph Es necesaria la concentraciénde la muestra y adicion de un patrén conocido para el

I Solucién andlisis

20 gramos de leche 1 mL de solucién de inyeccién en HPLC + 200 ppb patrén

Conclusiones

> El método desarrollado es lineal en las concentraciones de trabajo, tiene buena precisién y
exactitud, adecuado porcentaje de recuperacién para las tres concentraciones evaluadas
(cercanas al 100 % del LMR).

> El cartucho MISPE es especifico para la ampicilina. Con relacion al limite de determinacién,
se logré determinar cantidades de 3.2 ppb en la leche de vaca completa, cantidad esta que
se encuentra en un 80 % al valor maximo de residuo permitido.

LXT Convencion de AsoVAC 2011.
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