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Desde el principio de la existencia del ser humano, su
lucha por la supervivencia se establecia con otros seres
vivos de muy diversos tamafios. Algunos tan pequefios que
nD se veian ni se tocaban, sin embargo estos
microorganismos, en la batalla por su  propia
supervivencia infligieron a la especie humana grandes
pérdidas. Se las llamaron plagas (como las de Egipto), o
pestes (como la Peste bubdnica) o, mas modernamente
epidemias como la gripe, el colera, etc.

necesarios muchos afios hasta que
empezaron a identificarse, gracias al microscopio,
bacterias, riketsias y virus (microorganismos).

Fueron

CARACTERiSTICAS GENERALES DE LOS
ANTIBIOTICOS

En 1897, el médico franceés E. Dichense demostrd que
ciertos mohos podian detener la proliferacian de cepas
microbianas.

En 1929, A. Fleming evidencio la accidn litica sobre el
estafilococo dorado. de una cepa de Aemicillum notatum.
Gracias a él. se produjo el descubrimiento del primer
antibiatico, la penicilina, adentrandonos pues en la era
antibidtica.

En 1941, E. B. Chain aisld la sal sadica, amorfa e impura
de la penicilina aplicando diversas técnicas de extraccin
y purificacidn.

Aiios después, H. W. Florey la sintetizd a escala
industrial.

Cuando Sir Alexander
Fleming (1881-1955) descubrio
los efectos de la penicilina,
introdujo la era antibidtica y
gano el premio Novel.

Desde entonces, se han preparado numerosas
moléculas  en  bisqueda del antibi6tico ideal.
caracterizado por: ser efective para  todas  Jas
infecciones, generar solo e/ efects buscads, no generar
rEsistencias, actuar en cualquier parte del organisimo, ser
4til por via oral ser econdmicamente accesible.
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Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por varias especies de
microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos) que suprimen el crecimiento de
otros microorganismos originando su destrucciéon. En los dltimos tiempos, el uso del
término se ha ampliado para incluir compuestos sintéticos, como las sulfonaminas y

las quinolonas, que presentan también actividad bacteriana [1].

Los antibidticos actian a través de 2 mecanismos principales: matando los
microorganismos existentes (accioén bactericida), e impidiendo su reproduccién (accion
bacteriostatica). El antibidtico ideal interfiere con las funciones vitales de las bacterias

sin afectar a las células del huésped. Se dice que presentan una selectividad selectiva |2].

En la actividad de un antibiético debera tenerse en cuenta [2]:

e El que un antibidtico inhiba o mate a una bacteria depende de la concentracién.
Para la mayoria de los antibidticos, a mayor cantidad, mayor accién litica.

e Ll efecto bactericida también puede depender del tiempo. En el caso de
antibiéticos glucopeptidicos y B-lactamicos, es mas importante mantener constante
una determinada concentraciéon a lo largo del tiempo que emplear una
concentracion muy elevada y un tratamiento corto.

e Los antibiéticos pueden actuar juntos de forma sinérgica, antagénica o indiferente.

1.1. CLASIFICACION

Aunque los antibiéticos estan constituidos por clases muy diversas de

compuestos, a menudo se clasifican en diferentes grupos.

Las multiples clasificaciones existentes presentan diferentes caracteristicas y se
basan en distintos criterios; por tal motivo, es dificil determinar cual es la ideal. De

ellas las mas utilizadas son las que se mencionan a continuacion.
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1.1.1. CLASIFICACION SEGUN LA TINCION GRAM DE LAS BACTERIAS

Segun la actividad que tienen los antibiéticos frente a las bacterias grampositivas

y gramnegativas, éstos pueden clasificarse en tres grupos segiin se muestra en la tabla 1

[3,4].

Tabla 1. Clasificacion de los antibioticos segun la tincion gram [3,4].

Antibioticos contra Antibioticos contra Antibioticos
grampositivos gramnegativos de amplio espectro
Glicopéptidos Aminoglucésidos Cefalosporinas
Lincosamida Aminociclitoles Carbapenémicos
Rifampicinas Polipéptidos Anfenicoles
- - Macrolidos
- - Quinolonas

- - B-lactamicos

= - Tetraciclinas

1.1.2. CLASIFICACION SEGUN EL EFECTO DE SU ACCION

Segun el efecto de su accién sobre las bacterias, los antibiéticos se clasifican en
bacteriostaticos y bactericidas, dependiendo de que inhiban el crecimiento u

originen la lisis de la bacteria, respectivamente [5].

Esta clasificacion es bastante inexacta, pues estos efectos varfan en funcion del
tipo de germen y de la concentracion del antibiético. Por ejemplo, el cloramfenicol se
comporta como bacteriostatico frente a la E. co/i y otros microorganismos y como

bactericida frente a algunas cepas de S. preumoniae, N. meningitidis y H. influenzae |3,4].

En la tabla 2 se detalla una lista de distintos antibidticos clasificados segun este

critetio.
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Tabla 2. Distribucion de algunos antibi6ticos segun su accion sobre las bacterias /5/.

Bactericidas Bacteriostaticos
B-lactamicos Amfenicoles
Aminoglucésidos Lincosamidas
Glicopéptidos Macrolidos
Quinolonas Sulfamidas
Rifampicinas Tetraciclinas

1.1.3. CLASIFICACION SEGUN EL MECANISMO DE ACCION

Los antibiéticos se pueden clasificar, en funciéon de la via que utilizan para

actuar sobre los microorganismos. De este modo encontramos:

Inhibidores de la sintesis de la pared celular: forman parte de este grupo los
antibioticos B-lactamicos (penicilinas y cefalosporinas).

Modificadores de la funcién de la membrana celular: compuestos que actian de
modo indirecto sobre la membrana celular del microorganismo afectando a su
permeabilidad y permitiendo la fuga de compuestos intracelulares [1].

Inhibidores de la sintesis proteica: dentro de este grupo de antibiéticos, podemos
destacar aquellos que alteran la funcionalidad de las subunidades ribosémicas 30S y
50S causando una inhibicién reversible de la sintesis proteica (cloranfenicol,
tetraciclinas, eritromicina y clindamicina); y aquellos que se unen a la subunidad 30S
alterando la sintesis proteica y dando lugar a la muerte celular (aminoglucosidos) [1].
Inhibidores de la sintesis o funcién de los acidos nucleicos: ejemplos, los
constituyen la rifampicina, quinolonas o antivirales, que pueden actuar mediante tres
mecanismos: interfiriendo la replicacion de ADN, impidiendo la transcripciéon o

inhibiendo la sintesis de metabolitos esenciales

En la figura 1 se muestran los lugares de acciéon de los diferentes agentes

antibidticos [6].
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sintesis de la pared celular replicacion del ADN
cicloserina | | quinolonas
bacitracina | ——TT == _— | nitroimidazoles
- ADN - — \
B-lactdmicos - T
glucopéptidos
icido folinico ARNm ARN-polimerasa
metabolismo del acido félico / A i ADN-dependiente
trimetoprim | Ly — rifamicinas
sulfonamidas ~l o ch: lico ribosomas ) :
sulfonas R 50\ % 0 J sintesis de proteinas
“‘H‘-—\ t ) pq 6{ / | aminoglucésidos
. 305 £ 305 £ 30 \\ | i
brana celular & D Ny ; <3 | r_nacrélld.ns
Bmixinas g | lincosamidas
=g et | estreptograminas
* — anfenicoles
tetraciclinas
PABA _rupirocina

Figura 1. Accion de los diferentes antibidticos. (PABA, acido p-aminobenzoico)[6].

1.1.4. CLASIFICACION SEGUN LA ESTRUCTURA QUIMICA

Esta clasificacion es la mas utilizada en la literatura cientifica. Se fundamenta en
la similitud quimica de algunos antibidticos, segun los nucleos base de sus estructuras,
los cuales les confieren cierta semejanza en sus propiedades fisico-quimicas y
farmacologicas. Dentro de esta clasificacion, las penicilinas se pueden dividir en:
bencilpenicilinas,  fenoximetilpenicilinas, = aminopenicilinas,  carboxipenicilinas,

isoxazolilpenicilinas, etoxinaftilpenicilinas, etc. [7].






CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE
LOS ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Tras 70 afos de wuso clinico, los antibidticos [-lactimicos son los
antimicrobianos mas prescritos tanto en atencién primaria como en hospitales, ademas
de medicina veterinaria. A pesar de que no se dispone de ningin B-lactimico
realmente nuevo desde hace mas de dos décadas, el aumento incesante de las
resistencias y los avances en el conocimiento de sus mecanismos moleculares han
condicionado la existencia de una gran cantidad de informacién en la literatura sobre

cada uno de los componentes de esta familia de antibioticos.

Los antibiéticos B-lactamicos son compuestos muy utiles en el tratamiento de
enfermedades infecciosas, debido a su escasa toxicidad y amplio espectro de actividad.
Todos comparten una estructura comun, ya que estan formados por un anillo B-
lactamico constituido por cuatro atomos de carbono. Igualmente poseen un mismo
mecanismo de accion: producen la inhibicién de la sintesis de peptidoglucanos de la

pared bacteriana [8].
A > o T =L / a" ] &
- (- .- | " \
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Figura 2. La foto de la izquierda muestra un cultivo de la bacteria Bacillus cereus en ausencia de antibidtico
lactamico. A la derecha se muestra un cultivo de la misma bacteria en presencia del antibiético [1].
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Como se muestra en la figura 2, cuando la bacteria crece en presencia del
antibidtico se produce el dafo en la pared bacteriana y un sobrecrecimiento anémalo

de la misma ademas de una menor division celular.

Su accioén es principalmente bactericida y su efecto es lento y dependiente del
tiempo. La mayoria de los antibidticos B-lactamicos se eliminan, sin cambios, a través
del rifién, por ello estan indicados en el tratamiento de las infecciones del tracto
urinario. Poseen un alto margen terapéutico, siendo el principal efecto adverso las
reacciones alérgicas. Raramente producen anafilaxia. Se consideran seguros para su uso

durante la gestacion.

Su espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacion de
nuevas moléculas con mayor actividad frente a los bacilos gramnegativos, pero la
progresiva aparicion de microorganismos resistentes a éstas ha ido limitando su

empleo y su eficacia en determinadas situaciones.

GRUPO ANTIBIOTICO
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Figura 3. Estructura quimica bésica de las cuatro clases principales de antibidticos flactamicos y de los
inhibidores de las flactamasas. La R representa las posiciones en las que se efecttan las sustituciones quimicas
para sintetizar los diferentes farmacos.
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La presencia de un anillo B-lactamico define quimicamente a esta familia de
antibidticos, de la que se han originado diversos grupos: penicilinas, cefalosporinas,

carbapenemas, monobactamicos e inhibidores de las 3-lactamasas (figura 3) [9-11].

e Cefalosporinas

Las cefalosporinas o cefems son antibidticos semisintéticos derivados de la
cefalosporina C, un antibiético natural producido por el hongo Cefbalosporium
acremonium. El nucleo activo, acido 7-aminocefalosporanico, esta estrechamente
relacionado con el acido 6-aminopenicilanico por poseer ambos un anillo 3-lactamico.
Son bactericidas que inhiben la sintesis de la pared bacteriana al igual que las
penicilinas. La introduccién de modificaciones en las cadenas laterales origina diversas
cefalosporinas que se clasifican en “generaciones” segun el tipo de bacteria que atacan.

Actualmente existen cefalosporinas de 4* generacion.

e Carbapenemas

Se caracterizan por poseer en su molécula el anillo 3-lactimico, como las
penicilinas y cefalosporinas. Se diferencian de éstas en que en el anillo tiazolidinico el
atomo de azufre ha sido sustituido por un grupo metileno. El imipenem, derivado N-
formimidoilo de la tienamicina, obtenido del Streptomyces cattleya, fue el primer
antibiético carbapenémico.

Se utiliza en el tratamiento de infecciones intraabdominales combinadas,
nosocomiales, incluyendo las de microorganismos gramnegativos resistentes, como
son las de Enferobacter y las originadas por el uso previo de antibiéticos de amplio

CSpCCtIO.

e Monobactamicos

Fueron los primeros antibiéticos B-lactamicos monociclicos producidos a partir

de bacterias, aunque en la actualidad se obtienen sintéticamente. El aztreonam fue el
>

primer compuesto disponible comercialmente. Su accién es bactericida y actia sobre la

sintesis de la pared celular. El imipenem, cuya actividad se restringe a
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microorganismos aerobios gramnegativos, es muy efectivo contra P. aeruginosa. La
administracién de estos antibidticos puede producir hipersensibilidad a otros
antibidticos B-lactamicos. Otros monobactimicos como el carumonam y el
tigemonam pueden suministrarse por via oral, pero no son activos contra la P.

aeruginosa.

e Inhibidores de las B-lactamasas

En el momento actual tan sélo se emplean inhibidores de las B-lactamasas de
estructura B-lactamica. Como se muestra en la figura 3, el acido clavulanico tiene un
nucleo similar al acido penicilanico, con la sustitucién del atomo de azufre en posicion
3 por un atomo de oxigeno (que incrementa la reactividad de la molécula y
proporciona mayor afinidad por las 3-lactamasas), y la falta de cadena lateral acilamino
en posicion 6. El sulbactam es una sulfota semisintética del acido penicilanico. El
tazobactam se diferencia del sulbactam por la presencia de un grupo triazol en
posicion 3.

Estos inhibidores presentan mayor afinidad frente a las B-lactamasas que los
antimicrobianos correspondientes, uniéndose a ellas de forma irreversible de manera
que evitan la degradacién enzimatica de los antibiéticos. Estos compuestos presentan
actividad antibacteriana, con la excepciéon del sulbactam que actia frente al

Acinetobacter banmannii y a otros bacilos gramnegativos no fermentadores.

El empleo de los inhibidores de la 3-lactamasa permite mantener la eficacia del
antibidtico B-lactamico en infecciones causadas por mircroorganismos que se han
hecho resistentes por produccion de B-lactamasas (. aureus, Enterobacteriaceae, Bacteroides
spp.) vy amplian el espectro de accién a bacterias que no eran sensibles al antibidtico al

producir estas enzimas de forma natural (K. prenmoniae).
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2.1. PENICILINAS

Las penicilinas constituyen uno de los grupos de antibidticos de mayor
importancia en el mundo actual. Desde el descubrimiento de la primera penicilina, han
surgido nuevos antimicrobianos pertenecientes a diferentes familias, pero las
penicilinas siguen siendo unos de los grupos mas importantes y contindan

sintetizandose nuevos derivados del nucleo penicilinico basico.

2.1.1. ESTRUCTURA Y CLASIFICACION

La estructura basica de las penicilinas esta formada por un sistema ciclico §3-
lactamico unido a un anillo tiazolidinico que origina el 4cido G-aminopenicilanico. Fista
estructura deriva de la condensaciéon de una molécula de valina y otra de cisteina para
dar lugar al doble anillo caracteristico.

El propio nucleo de la penicilina es el elemento estructural fundamental para su
actividad biolégica; la transformacién metabélica, o la alteracion quimica, de esta parte

de la molécula hacen que se pierda toda la accién bacteriana [8§].

0
RJ\Q s ,CHs3
o 74 L CH3
* COOH

penicilina
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OH :

= COOH * COOH
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Figura 4. (1) Estructura béasica de la penicilina, &cido amino-penicilanico y &cido peniciloico. A) anillo
tiazolidinico, B) anillo flactdmico. (2) Estructura tridimensional de la penicilina.
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En la tabla 3, se muestra una clasificaciéon de las penicilinas mas empleadas en

tarmacologia.

Tabla 3. Clasificacion de las penicilinas.

Penicilina G

Penicilinas estandar ..
Penicilina 1V~

Meticilina
Nafcilina
Penicilinas isoxazdlicas
Oxacilina
Cloxacilina
Dicloxacilina
Flucloxacina

Penicilinas
antiestafilococicas

Aminopenicilinas Amoxicilina
Ampicilina
Carboxipenicilinas
Carbenicilinas
Penicilinas Ureidopenicilinas
antiseudomonas Piperacilina
Azlocilina
meglocilina

2.1.2. MECANISMO DE ACCION

Las penicilinas son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de la pared
celular bacteriana e inducen ademas un efecto autolitico. La destrucciéon de la pared
celular bacteriana se produce como consecuencia de la inhibicion de la dltima etapa de
la sintesis del peptidoglucano. En las bacterias grampositivas, la pared celular es gruesa
y su componente principal es dicha proteina. Las bacterias gramnegativas tienen una
pared mas fina y compleja que consta de una membrana externa formada por lipidos y

proteinas y de una delgada capa interna de peptidoglucano.

El peptidoglucano esta constituido por largas cadenas de glucidos (-glucano),
formadas por la repeticion de moléculas de acido N-acetilmuramico y IN-
acetilglucosamina. El acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos (péptido-) que se
unen entre si para formar una malla, bien directamente (gramnegativos) o mediante un
pentapéptido de glicina (grampositivos). Las penicilinas inhiben precisamente esta

union o transpeptidacion, ultima etapa de la sintesis de la pared celular. De este modo,
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la pared queda debilitada y puede romperse por la presiéon osmdtica intracelular. Para
que actuen estos antibidticos es necesario que la bacteria se halle en fase de

multiplicacién, ya que es cuando se sintetiza la pared celular.

Los componentes del peptidoglucano se sintetizan en el citoplasma y son
transportados, a través de la membrana citoplasmatica, al espacio que existe entre ésta
y la pared celular. A este nivel existen unas proteinas con actividad enzimatica
(transpeptidasas y carboxipeptidasas), que son las encargadas de formar los
tetrapéptidos unidos. Estas proteinas (PBPs, del inglés “Penzcillin Binding Proteins”™) tijan
a las penicilinas y otros B-lactamicos. La funcién de las PBPs es alargar, dar forma y
dividir la bacteria. Los anillos de las penicilinas poseen una estructura similar a los dos
ultimos aminoacidos del pentapéptido (D-alanil-D-alanina) y eso permite una unién

covalente en el lugar activo de la transpeptidasa.

(a) (b)

Figura 5. (a) Semejanza estructural entre el sistema S-lactamico (2) y la secuencia terminal D-alanil-D-alanina
del peptidoglucano (1). (b) Estructura tridimensional de una proteina fijadora de penicilina (PBP).

Las penicilinas también activan una autolisina bacteriana endégena que destruye
el peptidoglicano. Las bacterias que carecen de autolisina son inhibidas pero no

destruidas [8§].
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2.1.3. ESPECTRO ANTIBACTERIANO

El espectro de las penicilinas incluye bacterias grampositivas, gramnegativas y
espiroquetas. No son activas sobre los micoplasmas porque éstos carecen de pared

celular, ni sobre bacterias intracelulares como Chlamydia y Rickettsia.

El espectro antimicrobiano de la penicilina G abarca cocos grampositivos y
gramnegativos y bacilos grampositivos, tanto facultativos como anaerobios, asi como
espiroquetas y algunos bacilos gramnegativos anaerobios. La produccion de derivados
semisintéticos del acido 6-aminopenicilanico permitié disponer de preparados activos
por via oral, con mayor resistencia a las [-lactamasas y mayor capacidad de
penetracion en las bacterias gramnegativas, como las aminopenicilinas, las penicilinas

antiestafilococicas y las penicilinas anti-Psexdomonas.

2.1.4. MECANISMOS DE RESISTENCIA

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los antibiéticos B-lactamicos por
varios mecanismos, que en ocasiones se asocian [12]. El control genético de estos
mecanismos puede ser cromosémico, plasmidico o por transposones. La resistencia
cromosémica aparece por mutacion, mientras que los plasmidos y los transposones

pueden ser autotransferibles entre bacterias.
Los mecanismos implicados son los siguientes:

e Alteraciones de la permeabilidad. I.a presencia de membrana externa en los
bacilos gramnegativos dificulta la penetracion de sustancias hidrofilicas, como las

penicilinas, que necesitan utilizar los poros proteicos (porinas) para tal fin.

e Modificacion de las dianas. Los (-lactamicos deben unirse a las PBPs para
ejercer su efecto bactericida. Cambios a nivel de las PBPs implican una pérdida de su
afinidad por las penicilinas, con la consiguiente disminuciéon de su actividad. Este

mecanismo afecta fundamentalmente a cocos grampositivos [13,14].
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¢ Produccion de enzimas. Actualmente constituye el principal mecanismo de
resistencia a estos antibidticos, sobre todo en las bacterias gramnegativas. Las -
lactamasas son enzimas cataliticas de naturaleza proteica que actian rompiendo el
enlace amidico del anillo B-lactamico, previa unién al grupo carboxilo, con lo que éste
pierde la capacidad de unirse a las PBPs. El grado de resistencia que determinan se
correlaciona con su concentracién, afinidad por los diferentes [-lactamicos vy

propiedades hidroliticas.

e Expresion de bombas de eliminacion activa. LL.os mecanismos de expulsion
consisten en bombas de flujo, dependientes de energia, que bombean al
antimicrobiano al exterior. Este mecanismo se ha demostrado en ciertos bacilos

gramnegativos, especialmente en P. aeruginosa.

2.1.5. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS PENICILINAS ESTUDIADAS

Las propiedades fisicoquimicas de ésta molécula, especialmente la solubilidad,
estan relacionadas con la estructura del grupo acilo de la cadena lateral y con la

naturaleza de los diferentes contraiones con los que forman las sales [9].

Algunas propiedades fisicoquimicas de los antibiéticos B-lactamicos ensayados

se exponen en los parrafos siguientes junto con su respectiva férmula estructural

[15,16].

PENICILINA G

-Antibiotico en polvo microcristalino e higrosc()pico de sabor
0 amargo. Fuente: cultivo Penicillium.

-pK, 2.8

ZT
T
v T

3

\S><CH -Soluble: agua, metanol, etanol, dioxano, DMF, DMSO. Poco soluble:

hexano, acetonitrilo, acetona. Insoluble: tolueno, éter, cloroformo.

CH
y 3
e} z -Mayor estabilidad a pH 6.5 y a +4 °C.
COOCH -Inactivacion por acidos, hidroxidos alcalinos y agentes oxidantes
dcido bencilpenicildnico (e.g. HCI, penicilinasas, acilasas).
CisHsN,O,S

Prn 334 40 I -Reduccion de actividad por metales pesados, etanol, glicerina,
m . gm()

yodo, acido lactico, vitaminas B, y C.




Introduccion

PENICILINA V

o

‘COOH

dcido 6-fenoxiacetamidopenicildnico
Ci¢HsN,OS
Pm 350.40 g mol™!

-Se encuentra en forma acida y sales monobasicas, como la
potasica. Fuente: cultivo Penicillium.

-pK, 2.7

-Soluble: agua, metanol, DMF, DMSO. Poco soluble: etanol, éter,
acetonitrilo, acetona. Insoluble: tolueno, hexano.

-Acido resistente a pH<5.0. Inactivacion rapida en medio alcalino

(pH 9-11).
-Estable a T < 37 °C, relativamente estable a acidos.

-UV max: 268, 274 nm (¢ 1330, 1100 L mol™ cm'l).

AMOXICILINA

S
; o
ZT
T
T
»

: i i CH,
NH, N\><CH3

CooH
acido 6-(p-hidroxi- Q-
aminofenilacetamido)penicildnico
Ci6HsN;O5S8
Pm 365.41 g mol”

-Antibiotico en polvo cristalino transparente. Fuente: Semisintética

-pK,; 2.8, pK,, 7.2

-Soluble: H,0, metanol y etanol. Insoluble: hexano, benceno, acetato de

etilo y acetonitrilo.

-Mas resistente a acidos.

-Estable a pH 3.5-6.0 en disolucion acuosa, 0.20% (p/v).

-UV max: (etanol): 230, 274 nm (& 10850, 1400 L mol ' cm ™).
(0.1 N HCl): 229, 272 nm (g 9500, 1080 L mol ' cm").
(0.1 N KOH): 248, 291 nm (g 2200, 3000 L mol ' ecm ™).

AMPICILINA

T
v T

H -5 _cH
NH, N\\,><CH3

COOH

dcido 6-(D[- |- @-aminofenilacetamido)penicildnico
CieHsN;0,8
Pm 349.41 g mol”

3

-Antibio6tico en polvo cristalino transparente. Fuente: Semisintética
-pK, 2.7, pK,, 7.3

-Soluble: agua, metanol, etanol, acetona, DMF, DMSO. Poco soluble:
cloroformo. Insoluble: éter, acetona y aceites no voldtiles.

-Estable a pH 3.5-5.5 en disolucion acuosa, 0.25% (p/v).

-Inactivacion rapida en medio alcalino (pH 9-11).

-UV max: (metanol) y (m. acido): 257, 262 nm.

OXACILINA

- - S
T j;ﬁ cr
N
o Neh N—/ "CH

35 0 -
COOH

dacido 6-(5-metil-3-fenil-2-isoxazolil-4-
carboxamido)penicildnico
CHsN;O.S
Pm 401.44 ¢ mol’

3

3

-Antibiotico en polvo cristalino. Fuente: Semisintética

-pK, 2.7

-Soluble: agua, metanol, etanol, DMF, DMSO. Poco soluble: hexano,
acetonitrilo, acetona. Insoluble: acetato de etilo, éter, cloroformo.

-Estable a 24 °C (1 dia) y a 4 °C (7 dias).

-Inactivacion del 36% a pH 2 (24 horas).

-UV max: 232, 259 nm.
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CLOXACILINA
o -Antibiético en polvo cristalino. Fuente: Semisintética.
H l;| I;i < -pK, 2.7
cl N/ \ Na 2 CH; -Soluble: agua, metanol, etanol, DMF, DMSO, piridina, etilenglicol.
o CH N CH, Poco soluble: hexano, acetonitrilo, acetona. Insoluble: acetato de etilo,
3 0

= éter, cloroformo, isooctano.
COOH

-Estable a pH de 6.0-7.5 en disolucion acuosa al 1% (sal sodica).
dcido 6-(5-metil-4-0-clorofenil-4-

isoxazolilcarboxamido) penicilanico) -UV max: 230, 261 nm.
CsH,,CIN;0.S
Pm4359¢ mol’!

DICLOXACILINA

n I
v T

-Antibiético en polvo cristalino. Fuente: Semisintética.

H
Nall S
c M\ \><CH3 -pK, 2.7
~o CH N CH;  _Soluble: agua, metanol, etanol, DMF, DMSO, acetona. Poco soluble:

COOH cloroformo, acetato de etilo. Insoluble: hexano, benceno, isooctano.
-Estable a 24 °C (7 dias) ya 4 °C.

deido 6-[3~(2,6-diclorofenil)-5-metil-4- -Inactivacion del 12% a pH 2 (24 horas).
isoxazolilcarboxamido)penicilanico

C19H17C17NSOSS
Pm 470.33 g mol'

NAFCILINA

ax

oCH, o

ZT
n T
T

s -Antibiotico en polvo cristalino. Fuente: Semisintética.
\><CH3 -pK, 2.7
/ CH, -Soluble: agua, metanol, etanol, DMF, DMSO. Poco soluble: acetona.
:COOH Insoluble: hexano, benceno, isooctano, cloroformo.
-Estable entre 2-8 °C.
dcido 6-(2-etoxi-1-naftamido)penicilanico

C,H,,N,0,8
Pm 414.48 g mol







EMPLEO DE ANTIBIOTICOS EN
VETERINARIA

Los antibiéticos se empezaron a utilizar en medicina veterinaria poco después
de su aplicacién en medicina humana. Hoy en dia la gran variedad de antibiéticos
existente permite el tratamiento de infecciones bacterianas que afectan de un modo
frecuente tanto a animales como a humanos permitiendo por ejemplo, en estos
ultimos, tratamientos quirdrgicos mas eficaces, incluido el transplante de 6rganos, y un
mejor control de las infecciones asociadas al uso de agentes antitumorales e

inmunosupresores en el tratamiento de las enfermedades neoplasicas.

El impacto ejercido por los antibidticos en el sector de la salud animal es tan
importante como en el de la medicina. Para los veterinarios los nuevos farmacos
supusieron el primer recurso farmacéutico realmente eficaz para la lucha frente a
enfermedades tales como la mastitis bovina. También revolucionaron el tratamiento de
las infecciones intestinales y respiratorias mas importantes, convirtiéndose en una
parte esencial de los procedimientos de tratamiento de heridas post-quirargicas. Los
antibiéticos han tenido un efecto muy positivo no sélo en la salud de los animales sino

también en los niveles de bienestar de los mismos.

El empleo de antibidticos en animales de compania tiene fines
fundamentalmente terapéuticos y a veces profilacticos, mientras que en los animales
productores de alimentos también se pueden utilizar como promotores del
crecimiento afladiéndolos al pienso en dosis subterapéuticas durante periodos de

tiempo relativamente prolongados.
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3.1. UTILIZACION DE ANTIBIOTICOS EN ZOOTECNIA

De las diez mil toneladas de antibiéticos que se producen anualmente en
Europa, mas de la mitad se destinan a uso veterinario. De ellos, el 70% se utilizan con

fines terapéuticos y el 30% como promotores del crecimiento.

En cuanto al consumo de antibidticos en veterinaria, en Espafa disponemos de
la aproximacién realizada por Pérez-Gorricho y Baquero [17] que estimaron que en
1984 el consumo de antibiéticos como agentes promotores del crecimiento fue de 250
toneladas, mientras que los destinados al consumo humano fueron de 365 toneladas.
Por otro lado, Diez y Calderén [18] refieren un volumen de ventas de productos
farmacologicos en sanidad animal en el afio 1995, de 13.646 millones de pesetas (82

millones de euros, 98% de los cuales fueron antiinfecciosos).

Figura 6. Los antibidticos se utilizan como sustancias auxiliares fundamentales en el mantenimiento de la salud
de los animales destinados a la produccién de alimentos para el consumo humano.

Para alcanzar rendimientos 6ptimos, se han puesto en marcha procedimientos
que implican mejoras en la genética, alimentacién, manejo de explotaciones y también
en el tratamiento de la patologia animal. Para la produccién animal en cria intensiva es
necesario, hoy en dfa, el control de posibles enfermedades mediante la utilizacién de
medicamentos veterinarios de uso metafilactico, profilictico y terapéutico
(antimicrobianos, antiparasitarios), asi como la utilizacion de aditivos en la
alimentacioén animal (antibiéticos, coccidiostaticos y otras sustancias medicamentosas)
que actian como factores de crecimiento, a fin de mejorar el rendimiento potencial

completo [19].
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Por todo ello, los objetivos fundamentales del uso de antibiéticos en la industria
zoosanitaria estan ligados al suministro de mayor numero y mejores productos

alimenticios de origen animal.

3.1.1. UTILIZACION DE ANTIBIOTICOS COMO PROMOTORES DEL CRECIMIENTO

La propiedad de los antibidticos de mejorar las tasas de crecimiento animal se
conoce desde 1950 cuando Stokstand y Jukes [20] observaron que las aves
alimentadas con productos de la fermentacion de Streptomyces aureofaciens mejoraban su
desarrollo. Se identifico el factor de crecimiento en dichos extractos como residuos de
clortetraciclina. Posteriormente se confirmé esta propiedad utilizando diferentes

antibidticos para diversas especies animales.

El mecanismo por el cual los antibidticos favorecen el crecimiento no se
conoce con exactitud [21]. Basicamente actian modificando cuantitativa y
cualitativamente la microflora intestinal, provocando una disminuciéon de los
microorganismos causantes de enfermedades subclinicas. También reducen la
concentraciéon de substancias toxicas, como el amoniaco, que retardan el crecimiento,
y disminuyen la destruccién y competencia por nutrientes en el tracto gastrointestinal
entre el huésped y la flora normal. Como consecuencia, existe una mayor capacidad de
adaptacion de los animales a los cambios de alimentacién y manejo, y una disminucioén
de las enfermedades causadas por el transporte y los cambios de ambiente, con lo cual
se logran mayores ganancias de peso, con menor cantidad de alimento consumido, en

petiodos menores de tiempo [22].

Se puede decir que la causa final del aumento del crecimiento es una compleja
interacciéon de factores nutritivos, fisiolégicos, microbianos y patologicos. Esta
respuesta es distinta para cada especie animal y, dentro de una misma especie, es
distinta segun la raza, la edad de los animales, las condiciones ambientales o el tipo de
alimentacioén. El indice de conversién del pienso y el indice de crecimiento suelen
aumentar conforme aumenta la dosis del antibiético hasta un cierto limite. El efecto de

los antibidticos esta mas marcado en casos de poca higiene, ya que actian frente a los
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agentes infecciosos. No obstante, parece posible diferenciar el efecto estimulante del
crecimiento ejercido por los antibidticos del efecto que tienen como preventivos de
enfermedades, sobre todo cuando se trata de antibidticos que no se absorben en el

intestino [23].

También se obtienen ventajas medioambientales, ya que el uso de
antimicrobianos como promotores del crecimiento repercute de forma muy positiva
en la mejor conservacion del medio ambiente, permitiendo a los granjeros mantener
en condiciones competitivas las producciones de carne y demas productos, con un
numero menor de animales. De esta manera se limita el consumo de agua, se reduce
considerablemente la emisiéon de residuos y se evita el impacto producido por la
menor liberacién al medio ambiente de nitrégeno y fésforo. Si los antimicrobianos
fueran retirados de la dieta del ganado porcino, vacuno y avicola, se incrementarian
considerablemente los vertidos de estas sustancias al medio ambiente. .o mismo pasa
con los gases de amoniaco y metano, ya que el uso de antibioticos reduce su emision

en un 33% y un 15%, respectivamente.

Dentro de la Unién Europea, la utilizacién de antibidticos en piensos estd
sujeto a la directriz 70/524/CEE. En el anexo I y II de dicha directriz, se recoge una
lista de los antibi6ticos admitidos como aditivos en toda la UE [24] que se muestra en

la tabla 4.

Tabla 4. Antibiéticos admitidos como aditivos en la UE bajo la directriz 70/524/CEE (1998).

Grupo Antibiético (N°CEE) Animales productores
Glicopéptidos Avoparcina (E-715) Suspendido
Macrolidos T?losiflz% (E-713) Cochinillo, cerdo . N
Espiramicina (E-710) Pavo, otras aves, ternero, cordero, cabrito, cochinillo, cerdo
Oligosacaridos Avilamicinina (E-717) Cochinillo, cerdo, pollo, pavo
Poliéteres Monensina (E-714) Ganado vacuno
(ionoforos) Salinomicina (E-716) Cochinillo, cerdo

Polipéptidos Bacitracina (E-700) Gallina ponedora, pztzs},ﬁlti)llll;), ctzzzro, cordero, cabtito,

Gallina ponedora, pavo, pollo, ternero, cochinillo, cerdo,

Estreptogramines Virginiamicina (E-711) e A —

Gallina ponedora, pavo, pollo, ternero, cochinillo, cerdo,
ganado vacuno, cerda

Otros Flavofosfolipol* (E-712)

“fambién conocido como bambermicina.
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De esta lista se han ido suprimiendo varias moléculas. Asi, en 1999 la UE
restringié a avilamicina, flavofosfolipol, monensina sédica y salinomicina los
antibioticos que podian utilizarse como promotores del crecimiento. Ademas, su
empleo esta siendo sometida a una reevaluacién (existe una moratoria al respecto hasta
el afio 20006) y es posible que, en un futuro, se prohiba en la UE el uso de todos los

antibioticos con este fin [25].

3.1.2. UTILIZACION DE ANTIBIOTICOS CON FINES PROFILACTICOS Y TERAPEUTICOS

Por razones econémicas y medioambientales, muchas formas de produccion
animal suponen la concentracién de un gran nimero de ellos en un espacio reducido.
En esta situacion, las infecciones subclinicas pueden dafiar seriamente la productividad
de la explotacién ya que, en un momento dado, pueden alcanzar proporciones clinicas

y afectar rapidamente a todos los animales de ese ambiente cerrado.

En este tipo de ganaderias, en las que tratar a cada individuo por separado es
practicamente imposible, tiene mucha importancia la utilizaciéon de medicamentos,
para prevenir enfermedades o, en caso necesario, tratar a toda la poblacion animal. Las
sustancias utilizadas son de diversos otigenes: quimico, biologico y/o biotecnolégico.
Si estas sustancias se utilizan de forma racional y se respetan las indicaciones y modo
de empleo asi como el cumplimiento de un plazo de espera o periodo de supresion,
los residuos potenciales que pudieran estar presentes en los animales tratados, o en sus
productos y subproductos alimenticios destinados a consumo humano, estarfan
minimizados. Si por el contrario, los medicamentos veterinarios se utilizan de forma

indiscriminada, la salud publica puede verse seriamente afectada [19].

La incorporacion de Espafa a la Comunidad Europea ha supuesto importantes
modificaciones legislativas en este sector. El Real Decreto 109/1995 de 27 de enero
[26] regula todos los aspectos relacionados con los medicamentos veterinarios y el Real
Decteto 157/1995 de 3 de febrero [27] establece las condiciones de preparacion,

puesta en el mercado y utilizacion de los piensos medicamentosos.
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Generalmente para los animales productores de alimentos el periodo de
supresion, a no ser que el medicamento veterinario lo indique especificamente para las
especies que trate, 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

gramos/dfa para las carnes de pescado.

Tabla 5. Periodos de supresion del farmaco y de descarte de la leche para algunos antibiéticos /-
lactamicos [28].

o . . Periodo de supresion Descarte de la
Antibiético Especie animal (dias) leche (dias)
10 (segin lo aprobado 3
Ganado bovino dosis), 30 (a 20.000 UI kg, 3
Penicilina G procaina dos veces al dia
Ovejas 9 -
Cerdos 7 -
Penicilina G benzatina Ganado bovino 30 -
Ampicils Ganado bovino 6 -
mpicilina -

Prerrumiantes terneros 15 -
Amoxicilina Ganado bovino 30 2
Ceftiofur - 0 -
Cefapirina sodica - 4 (antes del sacrificio) 4

Cefapirina benzatina ~ Vacas improductivas 42 (después dltima infusiéon) 3 (después calostro)

Ademas, el veterinario debera llevar un registro de todo el tratamiento,
mencionando la fecha de examen clinico de los animales, la identificacion del
propietario, el numero de animales tratados, el diagndstico, los medicamentos
recomendados bajo prescripcion, las dosis administradas asi como la duracion del
tratamiento. Este libro de registro estara a disposicion de las autoridades competentes

con fines de inspeccion por un periodo de, al menos, tres afios [29].

Finalmente, indicar que esta “receta veterinaria” enmarcada en el marco de las
buenas prdcticas veterinarias (BPV) no se aplica en el caso de los agentes promotores del
crecimiento, considerados como aditivos, para los cuales existe una lista positiva

legislada, como ya indicamos en el apartado 3.1.1..
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3.2. CONSECUENCIAS DE LA UTILIZACION DE ANTIBIOTICOS EN
ZOOTECNIA

Como ya hemos visto, la utilizacién de antibiéticos en animales destinados al
consumo humano proporciona una serie de beneficios al consumidor, que encuentra
disponibles con mayor facilidad proteinas de origen animal. Sin embargo, existe la
posibilidad de que residuos de dichos compuestos (o sus metabolitos) persistan en el
animal y, por tanto, pasen a la cadena de alimentacién humana. Ademas, estos
antimicrobianos pueden ser vertidos incontroladamente como sustancias de desecho

de las granjas agricolas y ganaderas pudiendo ocasionar problemas de contaminacion.

Estas situaciones de riesgo resultan extremadamente peligrosas y deben de

evitarse por las siguientes razones:

- Algunos residuos pueden causar manifestaciones de hipersensibilidad en

determinados individuos.

- Generalmente la practicas veterinarias que dan lugar a la generacién de residuos

por encima de los limites fijados suelen ser ilegales y, por tanto, penalizables.

- Determinados residuos de antibioticos, sobre todo en las industrias lacteas, son
capaces de interferir en los cultivos iniciadores de los derivados de la leche,

coOmo queso o yogurt.

- Los residuos de antibiéticos son capaces de inhibir el desarrollo de la flora
microbiana que ha podido contaminar un alimento y, de esta forma, cuando se
realiza el andlisis bacteriologico podria pasar desapercibida la presencia de

patogenos y llegar incluso a comercializarse.

- Notable incremento de la preocupaciéon social, que exige la garantia de

salubridad de los productos destinados a consumo humano.

- El desarrollo de resistencias bacterianas [23], principal efecto peligroso de la

existencia de residuos de antimicrobianos desde el punto de vista sanitario, que
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se pueden extender de unos microorganismos a otros pasando de los animales

al hombre [30,31], ya que sus ecosistemas bacterianos no estan separados [32].
- Posible contaminacién medio ambiental por parte de estas sustancias.

Algunos de estos efectos adversos ocasionados por la existencia de residuos de

antibidticos se describen detalladamente a continuacion.

3.2.1. PROBLEMAS SANITARIOS
3.2.1.1. HIPERSENSIBILIDAD Y REACCIONES ALERGICAS

El consumo de productos que contienen antibiéticos puede producir los
mismos efectos perjudiciales que si se administrara de forma directa en dosis
equivalentes. Los efectos toxicos son, en general, poco probables, ya que los residuos
estaran presentes en pequefias cantidades. Sin embargo, pueden producir reacciones
alérgicas, como anafilaxia (ver figura 7), en individuos que estén especialmente
sensibilizados a algun tipo de antibidticos.

Anafilaxia

Pérdida del
conocimiento

Urticaria

Hinchazon de la
lengua, incapacidad
para tragar

Rapida hinchaz6n
de los tejidos de
la garganta

Figura 7. La penicilina es la causa méas frecuente de alergia a los medicamentos. La més grave de las
reacciones inmediatas es el shock anafilactico (0.1% de todas las reacciones) que produce una mortalidad del
10-25% en humanos.

Existe una gran cantidad de casos documentados de personas que han
demostrado reacciones inmunopatolégicas producidas por la exposicién a residuos de
antibiéticos en alimentos, siendo las penicilinas los antimicrobianos que mas efectos

alergénicos producen, tanto en medicina humana como veterinaria.
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Muchos autores han descrito reacciones de hipersensibilidad inmediatas debidas
al consumo de leche y carnes contaminadas con residuos de éstos compuestos [33-306].
Por otra parte, se ha observado que las cefalosporinas también producen reacciones

adversas como diarreas y nefrotoxicidad [37].

3.2.1.2. DESARROLLO DE RESISTENCIAS BACTERIANAS

En los ultimos anos, la comunidad cientifica ha manifestado una gran
preocupaciéon por el alarmante incremento de la resistencia de las bacterias a los
antibiéticos debido al problema que esto supone en el tratamiento de enfermedades

infecciosas.

Numerosas publicaciones cientificas han destacado la posible relaciéon entre el
uso de antimicrobianos en animales y el incremento de resistencias a dichos

compuestos en bacterias de gran importancia en patologia humana v animal [38-40].
p g p p jt y

Como ejemplo, se ha demostrado [41] que el uso de avoparcina como
promotor de crecimiento (autorizado en Europa hasta 1997) condujo a la apariciéon de
cepas resistentes de Enterococcus (sobre todo E. faecalis y E. faecinm, detectadas en 1993)
a este antibidtico y otros glucopéptidos como la vancomicina, antimicrobiano

utilizado con fines terapéuticos tanto en animales como en humanos.

La consecuencia del uso de este antibiético como aditivo veterinario fue que las
cepas resistentes de animales pasaron a las personas, llegandose a transferir incluso los
genes de resistencia a enterococcos del intestino humano, ocasionando con ello
infecciones intestinales graves.

La ruta principal por la que pueden transmitirse las bacterias resistentes de los
animales al hombre es el contacto directo con los animales que estan siendo tratados,
como veterinarios, granjeros, etc.. Otra via de transmisiéon, mas general, serfa el
consumo o manipulaciéon de productos de origen animal, como la leche, los huevos y

carne, que contengan flora resistente a antibiéticos.
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Tabla 6. Bacterias implicadas en zoonosis con gran tasa de resistencia a diferentes antibidticos [42].

. . Animales N .
Bacterias resistentes heseoed] Antibioticos® Infecciones”
u
Ampicilina Enterocolitis infantiles
Salmonella enteritidis Ceiilozsapoglias Toxi-infecciones alimentarias
Salmonella typhimurinm (5 y . o
generacion) Infecciones sistémicas de
Fluoroquinolonas inmunodeprimidos
S uinolona . ) )
Campylobacter jejuni Cvafias §\2/I i S Diarreas infantiles
erdos acrolidos
Pavos Amoxicilina
Helicobacter pylori Pollos Claritromicina Ulcera péptica
Tetraciclinas
Ampicilina
Fluoriquinolonas Infecciones urinarias, intestinales
Escherichia coli O157:H7 . . > >
Cefalosporinas 3* g. intraabdominales, meningitis, etc.
Cotrimoxazol

@ Antibidticos a los que los patdgenos indicados son resistentes total o parcialmente. "Infecciones que dichas cepas bacterianas cansan en el
hombre.

La leche generalmente se pasteuriza y, aunque es poco probable que contenga
bacterias resistentes, puede tener residuos de antibiéticos por haber recibido el ganado
tratamientos terapéuticos con estos compuestos. Los huevos se encuentran en la
mayoria de los casos estériles, si la cascara no ha sufrido ningin dafio al manipularlos.
Por tanto, la carne es la que puede representar el mayor peligro debido a la

contaminacion por bacterias resistentes a la hora del sacrificio.

3.2.2. PROBLEMAS TECNOLOGICOS

La presencia de estos residuos en la industria lactea de fermentacion, constituye
un factor de riesgo tecnologico, ya que provocan importantes pérdidas econémicas. El
mayor problema asociado a la existencia de residuos de antibiéticos en la leche hace
referencia a la inhibicién parcial o completa de la fermentacién acida necesaria para la
fabricacion de productos lacteos tales como queso, yogurt, etc.. Shahani y Harper [43]
determinaron la cantidad minima de penicilina y aureomicina necesaria para inhibir
satisfactoriamente el crecimiento de 19 cepas de queso. Tan sélo 0.05 — 0.1 unidades

mL-1 de penicilina y 1.0 — 3.0 ug mL-! de aureomicina fueron necesarios para inhibir el
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crecimiento completo de la mayorfa de los cultivos ensayados. Por otra parte,
Whitehead y col. [44] observaron que 0.05 unidades de penicilina por mL de leche
rebajaba considerablemente la producciéon de acido y 0.5 unidades la impedia
completamente. Asimismo, comprobaron que bajos niveles de antibidticos también
afectaban a la textura y sabor del producto final, ademas de incrementar la
probabilidad de crecimiento de patégenos como los coliformos, resistentes a los

antibidticos [45].

3.2.3. PROBLEMAS MEDIOAMBIENTALES

La atencion prestada hasta ahora por las administraciones y los cientificos al
impacto de los productos farmacéuticos sobre el medio ambiente se puede calificar de

infima.

El consumo europeo de antibiéticos es casi igual que la produccion de ciertos
pesticidas, es decir, varios miles de toneladas anuales. El potencial contaminante de los
antimicrobianos es obvio, ya que éstos fueron concebidos para inducir efectos
biolégicos. Ademas, algunos antibiéticos pueden llegar a ser persistentes e incluso
lipofilos, lo que agrava su capacidad para polucionar. De hecho, se sospecha que el uso
generalizado de agentes antibacterianos en medicinas humanas y veterinarias ha
provocado el desarrollo de cepas medioambientales resistentes a dichos compuestos

afectando peligrosamente a los ecosistemas.

Por otra parte, cabe destacar que los antibiticos estan englobados en un nuevo
tipo de contaminantes medioambientales conocidos como contaminantes
farmacéuticos y de productos de uso personal (PPCPs, del inglés “Pharmacenticals and

Personal Care Pollutants™).

El interés por el control de los PPCPs comenzoé en Europa en los afios 80 y, en
la actualidad, existen numerosos trabajos cientificos [46,47] y proyectos de
investigaciéon, como Eravmis (2000), Rempharmawater y Poseidon, que se centran en
la evaluacién del impacto de la presencia de antibiéticos en el medio ambiente y en los

que han participado cientificos de 13 paises [48].
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Segun estos estudios, las principales vias de entrada de PPCPs en el medio
ambiente se deben a las practicas que se realizan en zoonosis, como pueden ser: la
utilizacién del estiéreol producido por animales sometidos a tratamiento antibiético
como abono y la reutilizaciéon de aguas que han sido usadas para suministrar
antibidticos en el riego de cultivos. Para la evaluacion del riesgo que suponen estas
practicas, en el departamento de Medio Ambiente del Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias (INIA) han desarrollado un Sistema de Suelo Multiespecie
(MS-3), en el marco del proyecto Eravnis, que permite conocer qué ocurre en una

columna de suelo agricola de 25 centimetros, como si fuera un laboratorio [49].

En la figura 8 se recogen los diferentes ecosistemas que pueden estar afectados

por los PPCPs asi como la gran variedad de fuentes posibles de contaminacion.

Fuentes de PPCPs
I

Centios ) hgua
sanitarios (euttizad®

Tierra de
Labranza

Figura 8. Contaminacion por PPCPs: fuentes y ecosistemas afectados: [1] Uso doméstico: (1a) Personas, (1b)
Mascotas. Fuentes de PPCPs: Excrecion del organismo (sustancias no metabolizadas o metabolitos), vertido
incontrolado de medicamentos al desague, filtracién al subsuelo desde el sistema de alcantarillado, (1c)
abandono de cadaveres de animales que sirven de alimento a carrofieros. [2] Vertido de residuos de hospitales a
sumideros urbanos. [3] Liberacidn de efluentes liquidos de fosas sépticas (3a) y plantas depuradoras (3b) en
aguas superficiales y/o acuiferos. [4] Transferencia de residuos solidos a superficies: fertilizacién con abonos
(ej. antibidticos), vertido de piensos medicamentosos, etc. [5] Liberacion directa por bafios, lavados. [6] Vertido
controlado y clandestino de residuos industriales. [7] Compactacion y enterramiento de residuos (domésticos,
medicamentos, cementerios). [8] Liberacion de aguas (medicadas y/o excretadas) empleadas en acuicultura,
vertido de sustancias procedentes de cultivos transgénicos. [9] Liberacion de agentes quimicos empleados para
desinfectacion y desratizacion. [10] Transporte final al compartimiento acuoso (fototransformacion, alteracion
fisico-quimica, degradacion, mineralizacion, volatilizacion, absorcion por plantas, etc.).
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No solo los humanos y los animales respondemos peor a la farmacologia,
también lo hacen las plantas depuradoras donde van a parar residuos que atacan
directamente a las bacterias y otros microorganismos encargados de la biodegradacion
de las sustancias contaminantes. No obstante, hay que destacar que se esta
produciendo una gran evoluciéon en materia de depuraciéon de aguas. Por ejemplo, las
investigaciones realizadas dentro del proyecto Poseidon [50] demuestran que la
aplicacion de ozono y luz ultravioleta permite la eliminaciéon del 80% de los
antibidticos presentes en las aguas. Precisamente, Alaton y col. [51] han evaluado la
degradaciéon por ozonizaciéon de amoxicilina y acido clavulanico en un efluente de
depuradora, obteniendo una eficiencia en el proceso de oxidacion de hasta el 84% para

ambos compuestos.






ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD,
LEGISLACION Y CONTROL DE RESIDUOS 4

4.1. EVALUACION DEL RIESGO DE LA PRESENCIA DE
ANTIBIOTICOS EN ALIMENTOS Y EN EL MEDIO AMBIENTE

Para garantizar la seguridad frente a los residuos de medicamentos veterinarios
en los alimentos de origen animal, es necesario un analisis pormenorizado de los
riesgos y el establecimiento de directrices que regulen adecuadamente el uso de estos

compuestos en zootecnia.

Asimismo, se evidencia la necesidad de evaluar las repercusiones
medioambientales de éstos farmacos incluyendo, en las directrices mencionadas,

criterios de evaluacion del riesgo medioambiental.

En resumen, los estudios propuestos deben estar dirigidos a demostrar que el

uso de un antibidtico es seguro [52]:

e DPara las especies diana, a los niveles permitidos;

e DPara las personas que al manejar dichos compuestos, ya sea en forma pura o
incorporado a premezclas o pienso, estén expuestas a los mismos a través de las
vias respiratorias o por contacto con otras glandulas mucosas, los ojos o la piel;

e DPara los consumidores que ingieren alimentos procedentes de animales a los
que se ha administrado el farmaco y que podrian contener restos del mismo o

sus metabolitos;
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e DPara los animales y las personas a través de la seleccion y la difusion de genes
resistentes a los agentes antimicrobianos;
e DPara el medio ambiente, ya sea directamente o a través de los excrementos de

los animales.

4.1.1. ANALISIS DE LOS RIESGOS DERIVADOS DE LA PRESENCIA DE
RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

Un residuo se define literalmente como “algo que esta de mas” [53]. Por su
trascendencia legal, podemos considerar la definiciéon de “residuo” recogida en el
articulo 2 de la Directiva del Consejo 96/23/CEE [54], incluida en el articulo 2.3 del
Real Decreto 1749/1998 [55], entendida como: ¢/ residno de sustancias de accion
farmacoldgica, de sus productos de trasformacion y de otras sustancias que se trasmitan a los productos

animales y que puedan resultar nocivos para la salud humana’.

En el curso de los ultimos afios, la problematica de los residuos de antibidticos
de uso veterinario en los alimentos ha ido evolucionando. En un principio se tenia el
concepto de “residuos cero” pero, hoy en dfa, gracias al perfeccionamiento de los
métodos de analisis cuantitativos es posible detectar cantidades de residuos muy
pequefias, del orden de partes por billon. Gracias a ello y basandose en los datos
toxicolégicos, se establecieron los limites maximos de residuos (LMRs) que son: ¢/
contenido mdximo de residnos resultante de la utilizacion de un medicamento veterinario (excpresado
en mg kg! o en ug kg sobre la base en peso en fresco) antorizada por la Comunidad o reconocida

como admisible en un producto alimenticio” |57].

Actualmente, cada sustancia farmacolégicamente activa debe ser estudiada
desde el punto de vista de su significancia toxicoldgica para el hombre, al objeto de
establecer el nivel sin efecto adverso observado (NOEL) y, en consecuencia, la
ingesta diaria admisible (IDA) como se muestra en la figura 9. La IDA debe ser
compatible con los LMRs y son valores clave para la proteccion del consumidor frente

a los residuos potenciales de medicamentos veterinarios presentes en alimentos.



Aseguramiento de la calidad, legislacion y control de residuos

cantidad de droga

Disminucién del
efecto observado
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Figura 9. Esquema correspondiente al principio de la evaluacién toxicologica de residuos y contaminantes:
NOEL (mg kg™ en animales); IDA (mg dia™); LMR (mg kg™).

El punto de partida de cualquier evaluaciéon del riesgo es identificar todo
peligro o efecto adverso, incluso teérico, que puede ser originado por el consumo de
un alimento (carne, leche o huevos) conteniendo residuos de un medicamento
veterinario. El riesgo es funcidon de dos parametros, la peligrosidad de la sustancia
quimica, es decir, su toxicidad y el nivel de exposicion al que estarfa sometido el
consumidor. Ademas, la evaluacion del riesgo tiene en consideracion otros factores
tales como la jerarquizacién de las prioridades, la relacién coste/eficacia de los
métodos de control y consideraciones socioeconémicas. Por ultimo, la comunicacién
del riesgo exige intercambios de informacion entre las autoridades responsables del
analisis del riesgo y el conjunto de las personas implicadas. A tal efecto interviene la
“Agencia Europea para la Evaluaciéon de Medicamentos” (EMEA) y el “Comité
Conjunto de Aditivos Alimentarios” (JECFA).

Como norma general, deberan presentarse los estudios tendentes a establecer la
identidad, las condiciones de empleo, las propiedades fisico-quimicas, los métodos de
control y la eficacia del medicamento veterinario asi como los efectos biolégicos y
toxicolégicos de su evoluciéon metabdlica y sus residuos en las especies diana. Estos

analisis se resumen en las siguientes etapas:
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1. Identificacion de los residuos presentes en los alimentos capaces de inducir

efectos adversos sobre la salud del consumidor.

2. Caracterizacion de la peligrosidad de los residuos mediante estudios
toxicoloégicos i vitro e in vivo, en animales de experimentacion y si fuera posible,
obtencién de datos epidemiolégicos en el hombre que caractericen los efectos

adversos que deben tomarse en consideracion.

3. Evaluacién de la exposiciéon para el consumidor. Sin conocer con certeza
las raciones consumidas, lo que se hace es sobreestimar las posibilidades de
ingesta alimentaria. El principio que se aplica supone igualmente el caso mas
desfavorable en el que los alimentos consumidos estan todos contaminados con
concentraciones de residuos iguales a los LMRs, incluso aunque el
medicamento veterinario no se use a gran escala y que los tratamientos sean

mas bien ocasionales.

4. Caracterizacion del riesgo que se traduce por la fijacion del LMR sobre la
base de los datos precedentes, tras la estimacion de las frecuencias y naturaleza
de los efectos indeseables: el LMR garantiza el respeto de la IDA. El analista
encargado de controlar los residuos de medicamentos veterinarios en los
alimentos de origen animal dentro del plan de vigilancia, debe asegurarse que

los valores de los LMRs se cumplen en estos alimentos.

En definitiva, la evaluacién de la seguridad de los residuos de los medicamentos
veterinarios en alimentos de origen animal esta asociada estrechamente con la
evaluacion del riesgo (determinacién de las IDAs) y de la gestion del riesgo
(establecimiento y control de los LMRs). La seguridad de los alimentos para los
consumidores frente a estos residuos farmacolégicos esta plenamente garantizada
siempre que se respeten las normas de utilizaciéon de los mismos y que los dispositivos
de control e inspeccion sean eficaces y funcionen en el curso de la recogida de los

productos alimenticios de origen animal.
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4.1.2. ANALISIS DE LOS RIESGOS DERIVADOS DE LA PRESENCIA DE
RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EN EL MEDIO AMBIENTE

Como se expuso anteriormente, es importante tener en cuenta las
consecuencias que para el medio ambiente pueden ocasionar los antibidticos utilizados
en zootecnia. Sin embargo, no existen unas pautas estrictas para la evaluaciéon y
control de riesgos como las que nos encontramos en el campo de los alimentos de

origen animal.

No obstante, en la Directiva 2001/79/CE [52], en la que se fijan lineas
directrices para la evaluacion de aditivos en alimentacion animal, si se recogen ciertos
planteamientos que deben adoptarse con el objeto de evaluar el impacto

medioambiental de dichos aditivos.

Segun se recoge en dicha orden, para determinar el impacto medioambiental de
un aditivo veterinario, se adoptara un planteamiento gradual (véase esquema
decisional) (figura 10), en el que, en una primera fase (fase I), se identifiquen
claramente las sustancias que no necesitan mas pruebas. Para los demas, sera necesario
introducir una segunda fase de pruebas (fase II A) a fin de obtener informacién

adicional para llevar a cabo estudios ulteriores (fase 11 B).

o Fase I de evaluacion.

El objetivo de la fase I de evaluaciéon es determinar, sobre la base de datos ya
establecidos para otros fines, si es probable que un aditivo o sus metabolitos presenten
efectos ambientales significativos. No se realizara la fase II de evaluacion sobre la base

de uno de los dos criterios siguientes:

a) La naturaleza quimica y el efecto bioldgico del aditivo y de su uso indican que el impacto
serd insignificante. En estos casos se cumple que el aditivo o su metabolito o metabolitos
principales (mas del 20 por 100 del total de residuos en los excrementos) son: a)
sustancias fisiologicas/naturales (por ejemplo una vitamina o un mineral) que no
alteraran la concentracion en el ambiente, a menos que exista un motivo evidente que
aconseje la evaluacion (por ejemplo, cobre); b) aditivos destinados a los animales de

compania (excluidos los caballos).
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b) La concentracion ambiental prevista PEC) es demasiado baja para resultar peligrosa.
Por lo que se refiere al compartimiento terrestre, no se requerira ninguna evaluacion
adicional si el valor PEC no excede de los 100 pg kg, para el conjunto de los
principales componentes residuales en el abono procedente de excrementos de
animales a los que se les ha administrado aditivos. Por lo que se refiere al agua, el peor
valor PEC aparecera, ya sea por vertido directo de los piensos o de los excrementos
que contienen el aditivo y sus metabolitos, en depodsitos de agua o por medio de
lixiviacién del material que se encuentra en los excrementos o en el suelo en las aguas
freaticas. Si se puede establecer, de forma admisiblemente fiable, que el valor PEC
relativo a la contaminacioén de los depdsitos de agua o del agua freatica es menor de
0.1 ng L', no sera necesario llevar a cabo la fase II de la evaluaciéon del efecto

medioambiental del aditivo en los medios acuaticos.

En general, si no puede demostrar que el aditivo se puede clasificar en una de
estas categorias de exencion, o si el aditivo se libera directamente en el medio
ambiente (por ejemplo, en la acuicultura), se requerira la fase II de la evaluacion. En el
caso de los antibioticos esta fase II se hace absolutamente necesaria ya que, entre otros
aspectos, estas sustancias son extensamente utilizadas con fines profilacticos en

piscifactorias [56].
e Fase II de evaluacion.

La fase II de la evaluacion se realizard en dos partes: fase II A y fase II B. En
ella, se evaluara el potencial de bioacumulaciéon del aditivo y de sus principales
metabolitos, asi como su influencia sobre el margen de seguridad previsto.

Fase 1T A. El objetivo de la fase II A de la evaluacion es identificar el riesgo para el
medio ambiente por medio de: el refinamiento del calculo de los valores PEC y la
determinaciéon de la relacion entre la exposicion, niveles de aditivo y los efectos
nocivos a corto plazo en especies animales y vegetales que sean representativas del
ecosistema objeto de estudio. El uso de estos resultados servira para determinar los

valores de la concentracion prevista sin efecto PNEC).
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RIESGOS PARA EL MEDIO AMBIENTE DE LOS ADITIVOS
PARA LA ALIMENTACION ANIMAL. Esquema decisional, fase I

¢Es el aditivo una sustancia fisiolégica/natural
de seguridad probada
(por ejemplo, vitaminas, determinados minerales)?

¥ =P SI | w=l) STOP

NO

v

¢Son los animales diana sé6lo de compaiiia?

¥ = SI | w==l) STOP

NO

v

¢Se introducira el aditivo directamente
en el medioambiente (por ejemplo acuicultura)?

¥ = SI | ==l FASE II

NO

v
¢Aparece el aditivo (o sus principales metabolitos)
en los abonos, >100 pg kg'?

¥ =) NO w=ml) STOP
SI |

v

¢Se produce una degradacion rapida una vez
Esparcido el abono (DT 50 < 30 dias)?

¥ = SI | mmm)) STOP

NO

v

El PEC de las aguas freaticas > 0.1 pg 1! o
el PEC del suelo > 10 pg kg™

¥ ) NO ws=l) STOP
SI |

v
FASE II

Figura 10. Esquema decisional para la evaluacion de los riesgos para el medio ambiente de los aditivos
empleados en la alimentacion animal [52].
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Fase II B. (estudios toxicolégicos mas detallados). Aquellos aditivos para los cuales
persisten dudas sobre su impacto medioambiental una vez realizada la fase II A de
evaluacion, requeriran estudios mas detallados sobre sus efectos en las especies
biolégicas de los compartimientos medioambientales que, de acuerdo con los

resultados de los estudios de la fase II A, siguen presentando dudas.

Finalmente, en el caso de que no se pueda establecer un margen de seguridad
adecuado entre los valores de PEC y PNEC, se proporcionaran medidas atenuantes

eficaces para limitar las consecuencias negativas del residuo en el medio ambiente.

4.2. LEGISLACION Y CONTROL

Toda la reglamentacion de la Unién Europea referente a los residuos de
medicamentos veterinarios en los alimentos de origen animal ha sido objeto de
un esfuerzo de armonizaciéon importante. El objetivo de esta reglamentacién es doble,
por una parte asegurar un mismo nivel de proteccion de la salud en el conjunto de la

Unién Europea y por otra, facilitar los intercambios de los alimentos de origen animal.

Basicamente, estas medidas han sido el establecimiento de los LMRs que se
fijan para un principio activo (residuo marcador) y para un tejido dado (tejido diana).
Los LMRs constituyen una norma de seguridad alimentaria de tal importancia que la
Unién Europea ha regulado mediante el Reglamento 90/2377/CEE el
establecimiento, de manera centralizada, de estos LMRs que se aplican en el conjunto
de todos los Estados miembros [57]. Desde el 1 de enero de 1992, ningun Estado
miembro puede acordar la autorizaciéon de un registro de un nuevo medicamento
veterinario destinado a los animales productores de alimentos si no se ha establecido
previamente el LMR comunitario para el residuo marcador. Estas normativas estan en
constante revision como consecuencia de la aportacion de nuevos y mejores datos
cientificos. De hecho, el reglamento 90/2377/CEE desde su elaboracion hasta
septiembre de 2002 ha sido rectificado 8 veces [58] y modificado en ciento dos

ocasiones, la ultima en abril de 2003 [59].
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La tabla 7 recoge los valores de los LMRs para diversos antibioticos B-

lactamicos establecidos por la Comunidad Econémica Europea en alimentos de origen

animal.

Tabla 7. Lista de sustancias farmacoldgicamente activas (antibioticos Alactamicos) cuyos limites
maximos de residuos se han fijado por la UE [57].

Sustancia
farmacologicamente
activa

® Penicilinas

Amoxicilina

Ampicilina

Bencilpenicilina
(Penicilina G)

Cloxacilina

Dicloxacilina

Fenoximetilpenicilina Fenoximetilpenicilina

(Penicilina V)

Nafcilina

Residuo
marcadot

Amoxicilina

Ampicilina

Bencilpenicilina

(Penicilina G)

Cloxacilina

Dicloxacilina

(Penicilina V)

Nafcilina

ANEXO 1

Especie
animal

Todas las
especies
productoras
de alimentos

Todas las
especies
productoras
de alimentos

Todas las
especies
productoras
de alimentos

Todas las
especies
productoras
de alimentos

Todas las
especies
productoras
de alimentos

Porcinos

Bovinos

LMR
(ng kg)

50
50
50
50
4

50
50
50
50
4

50
50
50
50
4

300
300
300
300
30

300
300
300
300
30
25
25
25
300
300
300
300
30

Tejidos
diana

Miisculo
Grasa
Higado
Ririon
Leche
Miisculo
Grasa
Higado
Rerion
Leche
Miisculo
Grasa
Higado
Rerion
Leche
Miisculo
Grasa
Higado
Rerion
Leche
Miisculo
Grasa
Higado
Rerion
Leche
Miisculo
Higado
Ririon
Miisculo
Grasa
Higado
Rerion
Leche

Otras
disposiciones

Exclusivamente
para uso
intramamario
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Tabla 7. Lista de sustancias farmacol6gicamente activas (antibioticos Slactamicos) cuyos limites
maximos de residuos se han fijado por la UE [57] (continuacion).

ANEXO 1
Sustar'1c1a Residuo Especie LMR  Tejidos Otras
farmacologicamente dor animal ko1 diana  disposiciones
activa marcado (hg kg) P
® Penicilinas (cont.)
300 Misculo
Ledks b oy G
- e especies 3
Oxacilina Oxacilina o — 300 Hzigfl,dO
de alimentos 300 Rinon
30 1 eche
50 Misculo
50 Grasa
Bovinos 50 Higado
. R 50 Riron
Bencilpenicilina
Penetamato L 4 1 eche
(Penicilina G)
50 Misculo
Porci 50 Grasa
Ofrcinos
50 Higado
50 Riron
e Cefalosporinas
Exclusivamente
Cefacetrilo Cefacetrilo Bovinos 125 Leche para uso
intramamario
200 Miisculo
200 Grasa
Cefalexina Cefalexina Bovinos 200 Higado
1000 Rinion
100 1 eche
Cefalonio Cefalonio Bovinos 20 1 eche
50 Miisculo
.. Suma de cefapirina . 50 Grasa
Cefapirina . .. Bovinos o
y desacetilcefapirina 100 Riridn
60 Leche
Bovino,
Cefazolina Cefazolina ovinos, 50 Leche
caprinos
Cefoperazono Cefoperazono Bovinos 50 Leche
50 Misculo
50 Grasa
Bovinos 100 Higado
200 Rinion
Cefquinoma Cefquinoma 20 Leche
50 Misculo
Porci 50 Grasa
Ofrcinos
100 Higado
200 Riron
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Tabla 7. Lista de sustancias farmacoldgicamente activas (antibioticos Alactamicos) cuyos limites
maximos de residuos se han fijado por la UE [57] (continuacion).

ANEXO I
Sustar'1c1a Residuo Especie LMR  Tejidos Otras
farmamloglcameme marcador animal  (ugkg?!) diana  disposiciones
activa
e Cefalosporinas (cont.)
1000 Miisculo
2000 Grasa .
Suma de todos los Bovinos 2000 Higads Eit(dmdo uso
residuos con 6000 Riién Intramamario
Ceftiofur estructura - 100 Leche
lactamica
expresados como 1000 Miisculo
desfuroilceftiofur Derctoes 2000 Grasa
2000 Higado
6000 Riiion
e Inhibidores de Ia B-lactamasa
100 Miisculo
100 Grasa
Bovinos 200 Higado
400 Riiion
Acido clavulanico Acido clavulanico 200 Leche
100 Miisculo
Porcinos 100 Piel y grasa
200 Higado
400 Riiion

Por otra parte, hay que destacar que existen organismos internacionales cuyo fin
es ayudar a los paises que lo necesiten en la evaluacion del riesgo, evitando la dispersion
de los esfuerzos cientificos y llevando a cabo una armonizacién favorable para una
proteccion homogénea de la salud publica, beneficiando los intercambios
internacionales. Ejemplo de estas organizaciones son: el comité del Codex Alimentarius
[60], cuerpo subsidiario de la FAO (del ingles “Food and Agriculture Organization™) y la
organizaciéon mundial de la salud (WHO, del inglés “World Health Organization™), que
propone a los gobiernos internacionales normas alimentarias, asi como diferentes
técnicas analiticas, en funcién de la responsabilidad de los diferentes estamentos de la
cadena alimentaria. En contraste con la FDA vy las directrices comunitarias de la UE, la
Comision Codex Alimentarius no tiene autenticidad legal pero es un valor de peso para la
consecucion de una armonizacion mundial, ya que muchos paises adoptan sus

propuestas en sus legislaciones nacionales [61].
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4.2.1. CONTROL DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

El objetivo de los planes de vigilancia (o control) de residuos es verificar que
se cumplen los LMRs establecidos para los diferentes productos alimenticios de origen
animal. La Directiva del Consejo 86/469/CEE [62] establece igualmente las
responsabilidades de la Comisién Europea, cuyo papel es proponer los métodos
analiticos de referencia para la investigaciéon de residuos dentro de un programa
conocido como Plan Nacional. Bajo este plan, el 0.1% de los animales destinados al
consumo humano, se deben tomar como muestras para averiguar la posible existencia

de residuos de antibidticos.

La Comisién suele armonizar los criterios de validacion de los métodos
analiticos de confirmacion, y designa los laboratorios comunitarios de referencia
(LCR). Por decision del Consejo (91/664/CEE) [63] se han designado 4 LCR siendo
el LMV de Fougeres (Francia) el laboratorio responsable del control de

antimicrobianos en los paises de la UE.

En Espafia, la determinacién sistematica de residuos de antibidticos en
alimentos de origen animal se realiza en el Centro Nacional del Instituto de Salud
Carlos III, Laboratorio Nacional de Referencia para el analisis de este tipo de
sustancias. Durante los afios 1994 y 1995, se realiz6 en dicho centro un estudio sobre
634 muestras recibidas de laboratorios de control para la identificacién de los
antibidticos (figura 11) que producian respuesta positiva en los ensayos de inhibicion

antimicrobianos que alli se efectuaron.

Una vez realizados todos los analisis pertinentes de confirmacién, se pudo
observar que de todas las muestras recibidas de riién y musculo de reses ovinas, la
presencia de tetraciclinas acaecia en mas de un 90%. Ademas, las tetraciclinas fueron
también los antibidticos aparecidos con mayor frecuencia en muestras de ganado
porcino aunque también se detectaron cantidades significativas de B-lactamicos en
musculo y de neomicina o gentamicina en el rifén. Los porcentajes de

antimicrobianos en ganado vacuno son mas variados, las tetraciclinas y los antibiéticos
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B-lactamicos son los que aparecen mas frecuentemente en el musculo de la especie y

neomicina y gentamicina en el rifién.

Si consideramos el conjunto de todos los tejidos y especies, los resultados
demuestran que los residuos de antibidticos que aparecen con mayor frecuencia en

muestras de origen animal son las tetraciclinas.

83%

2%

5%

% o9,

1%

Figura 11. Naturaleza de los antibiéticos que contenian las muestras positivas analizadas en los afios 1994 y
1995 en el Centro Nacional de Salud Carlos Ill. - tetraciclinas (83%), e estreptomicina (1.7%), e neomicina y
gentamicina (5%), e S-lactdmicos (7.5%), « eritromicina y otros macrélidos (1.7%) y e tilosina y quinolonas
(83%).

No obstante, tan soélo en un 16% de los casos los niveles encontrados
superaron los limites maximos de residuos (100 pug kg! en musculo y 600 ug kgl en

rifién) [64].

Por dltimo debemos, destacar que los antibidticos, junto a otros residuos de
medicamentos veterinarios, escapan en gran medida a las regularizaciones
gubernamentales relativas al medio ambiente. De hecho, ningtin antimicrobiano se
recoge en la lista de sustancias prioritarias y peligrosas de la directiva del marco
comunitario de actuacién en el ambito de la politica de aguas (Directiva Marco

2000/60/CE) [65,66].






METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION
DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS 5

La metodologia utilizada actualmente para la determinacién de antibidticos B-
lactamicos es muy variada e incluye la utilizacién de diferentes técnicas analiticas. Cada
una de ellas aporta una serie de ventajas e inconvenientes que deben ser valoradas
detenidamente a la hora de seleccionar el sistema de medida a utilizar en cada caso. No
obstante, la determinacién de estos antibioticos en alimentos de origen animal, a las
bajas concentraciones permitidas por la legislacion, implica la necesidad de desarrollar

métodos de medida muy sensibles y selectivos.

Los métodos de analisis que se aplican hoy en dfa para la detecciéon de
antimicrobianos en muestras de interés agroalimentario y medioambiental se pueden
dividir en dos grandes grupos: métodos cromatograficos y métodos no
cromatograficos, en donde se engloban los métodos basados en ensayos de barrido

(del inglés “Screening methods”).

5.1. METODOS CROMATOGRAFICOS

Las técnicas cromatograficas son, sin duda, las mas utilizadas para determinar
con fines cualitativos y/o cuantitativos, antibidticos B-lactimicos. El gran potencial de
éstos métodos estriba en su capacidad para llevar a cabo determinaciones multianalito,
en su especificidad, precisioén, exactitud, reproducibilidad asi como en su excelente

sensibilidad, que depende del detector utilizado. Estas caracteristicas han facilitado la
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implantacién de los métodos cromatograficos como métodos de validacion de los
demis métodos analiticos utilizados en la deteccién de residuos de antibidticos en

muestras biologicas, medioambientales, preparados farmacéuticos, etc..

La técnica cromatografica mas utilizada para el analisis de antibidticos es la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, del inglés “high performance liquid
chromatography”). No obstante, aunque en menor medida, también se han desarrollado
métodos basados en cromatografia de gases (GC, del inglés “gas chromatography”) para la

determinacion de estos antimicrobianos.

5.1.1. CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

El hecho de que la cromatografia de gases no sea una técnica muy utilizada para
esta aplicaciéon se debe a que los antibidticos B-lactamicos son compuestos poco
volatiles, de elevada polaridad y termolabiles, lo que hace necesario recurrir a una
derivatizaciéon precolumna para llevar a cabo la determinacién [67]. Asi, por ejemplo,
Meetschen y col [68] han determinado penicilina G, penicilina V, meticilina, oxacilina,
cloxacilina, dicloxacilina y nafcilina en leche y penicilina G en musculo bovino,
realizando una derivatizacion con diazometano. La deteccion se realiza con un
espectrometro de masas (MS, del inglés “wass spectrometry”) y los limites de deteccion
alcanzados oscilan entre 0.1 — 0.4 pug L-1. No obstante, el método desarrollado no
puede aplicarse para el analisis de B-lactamicos anféteros, como son la amoxicilina y
ampicilina, pues la reacciéon de metilacion utilizada sélo puede emplearse con

penicilinas de cadena lateral neutra.

En GC se utilizan gran variedad de dispositivos de deteccion, tales como los de
captura de electrones (ECD, del inglés “electron captured detector”), tésforo-nitrégeno
(NPD del inglés “nitrogen phosphorus detector”) o fotometria de llama (FPD, del inglés
Hame photometric detector”). Empleando, éste udltimo, H. Mineo y col. [69] han
desarrollado un método para la determinacion de siete penicilinas, tres tetraciclinas y
otros antibiéticos en musculo bovino con recuperaciones, para los 36 compuestos

evaluados, por encima del 82%.
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5.1.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucién es, sin duda alguna, la técnica de

separacion mas utilizada para la determinacion de antibioticos.

La separacion de estas sustancias se realiza generalmente mediante columnas de
fase inversa, con diferentes tipos de soportes (octadecil-, octil-, fenil-, soportes
poliméricos, etc.). A lo largo de los afios se han publicado numerosos trabajos
evaluando el efecto de distintas variables cromatograficas sobre la separacion de los
antibidticos B-lactamicos, tales como: el tipo de columna, temperatura, concentracion
y pH del tampén de la fase moévil, la naturaleza y contenido de modificador organico

en la fase movil, etc. [70-75].

Los sistemas de deteccion acoplados al HPLC son, habitualmente, la
espectrofotometria UV [76,77], el detector de hilera de diodos integrados (DAD, del
inglés  “diode array detector”) [78,79], la fluorescencia y, mas recientemente, la

espectrometria de masas (MS) [80].

La absorciéon UV proporciona en general una sensibilidad adecuada [81] pero,
para la mayoria de los analisis de farmacos, no permite obtener informacion estructural
y estd sujeta a multiples interferencias, lo que hace necesario una etapa previa de
limpieza de muestra o bien, una derivatizaciéon de los compuestos [82]. No obstante,
el uso del detector DAD ha permitido mejorar la selectividad del método ya que
permite la medida a distintas longitudes de onda, lo cual facilita la minimizacién del
efecto matriz mediante un sistema de compensacion de los efectos de la misma.
Utilizando este tipo de métodos es posible la determinacion fiable de ciertos tipos de
antibiéticos en una gran variedad de matrices biologicas y medioambientales [83,84].
Sin embargo, no es posible tampoco en este caso obtener informacién estructural
sobre los antibiéticos de una misma clase, como es el caso de los B-lactimicos, debido

a la similitud que presentan los espectros de absorcion UV de los mismos.

La detecciéon fluorimétrica no se ha utilizado tan extensamente como la de
absorcion UV, ya que la mayoria de estos antimicrobianos no presenta fluorescencia

intrinseca. Sin embargo, este sistema de detecciéon se ha aplicado ampliamente al
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analisis de amino penicilinas, como amoxicilina y ampicilina, previa reacciéon de
derivatizaciéon precolumna. Los reactivos derivatizantes mas ampliamente utilizados
son formaldebido 85,86 ,87], salicilaldehido [88), 4-bromometil-7-metoxicumarina [89] y
dansilhidrazina [90].

De este modo, Luo y Ang [91] han descrito la determinaciéon de amoxicilina en
tejidos animales empleando un detector fluorescente. El derivado se obtiene por
reaccion con formaldehido alcanzandose limites de deteccion de 0.8 pg kg'! vy
recuperaciones de entre 82 — 95%. Por otra parte, Luo y col. [88] han descrito la
determinaciéon de amoxicilina y ampicilina en leche empleando como reactivo
derivatizante salicilaldehido, alcanzandose limites de detecciéon de 1.1 y 1.0 pg L1 para
amoxicilina y ampicilina respectivamente. Recientemente, Gamba y col. [92] han
descrito un procedimiento cromatografico con detecciéon fluorescente, utilizando
formaldehido como compuesto derivatizante, para la determinaciéon de amoxicilina y

ampicilina en piensos con recuperaciones del orden del 80%.

Algunos grupos de investigaciéon han descrito procedimientos basados en el
acoplamiento de detectores electroquimicos a HPLC para el analisis de antibiéticos
B-lactamicos. Estos dispositivos responden a sustancias electroactivas y son muy
sensibles, simples y con una extensa aplicabilidad. Kirchmann y col. [93] han empleado
un detector amperométrico de pulso integrado (IPAD, del inglés “integrated pulsed
amperometric detector”) para la determinaciéon de ocho penicilinas en leche, alcanzando
unos limites de deteccién de 70 ug L1 para penicilina. G. Dasenbrock y LaCourse [94]
describieron, en 1998, el analisis de cepapirina y ampicilina en leche mediante otro
sensor IPAD, consiguiendo una gran selectividad y limites de deteccion del orden de 5
ug L.

En el ano 1994, Carson y col. [95] evaluaron distintos métodos basados en GC
y LC utilizando detectores comerciales para el analisis de antibiéticos B-lactamicos en
leche y concluyeron que ninguno de los procedimientos ensayados resultaba adecuado
como método confirmatorio. De hecho, la directiva 93/256/CEE [96] establece que:
“los miétodos basados solamente en el andlisis cromatogrdfico, sin el uso de deteccion espectrométrica

molecular, no son adecnados para su wuso como métodos confirmatorios”, concepto que se ha



Métodos analiticos para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

reforzado recientemente con la directiva 2002/657/CE [97]. Esta normativa ha
generado un gran impulso en el desarrollo de métodos de LC acoplados a
espectrometria de masas (MS) para la determinaciéon de antibidticos en una gran
diversidad de matrices ya que, entre otros aspectos, este sistema de deteccion ofrece, el
mejor sistema de analisis de compuestos polates, no volatiles y/o termolabiles en
términos de sensibilidad y, sobretodo, especificidad. En la actualidad, el 80% de las

técnicas empleadas para la determinacién de residuos veterinarios estan basados en

LC-MS [98].

Voyksner y col. [99] han propuesto un procedimiento rapido y simple, basado
en el acoplamiento LC-TS-MS, para el analisis de penicilina G en leche con limites de
detecciéon de 100 pg L-1. Sucesivamente, el sistema de nebulizacion térmica (T'S) se ha
ido reemplazando por las interfases basadas en ionizaciones mas suaves, como son las
basadas en ionizaciones a presiéon atmosférica (APCI) y electronebulizacion (ESI).
Este hecho se debe, fundamentalmente, a los problemas observados de
descomposicion térmica y distorsion de picos que produce a menudo la interfase TS
durante el analisis de antibi6ticos B-lactimicos y otros compuestos termolabiles y/o
volatiles [80]. De este modo, Blanchflower y col. [100] han utilizado la interfase ESI
acoplada a un equipo LC-MS para la determinaciéon de cinco penicilinas en leche,
alcanzandose limites de deteccién inferiores a los estipulados por la UE. En la
actualidad, el sistema de electronebulizacién es el que posee un uso mas extendido,
principalmente en el analisis de muestras medioambientales. Precisamente, F. Sacher y
col. han evaluado recientemente la presencia de siete penicilinas en aguas superficiales
de Baden-Wiittemberg (Alemania) mediante LC-ESI-MS/MS, obteniéndose limites de
detecciéon de entre 15 — 21 ng L1, valores que reflejan la elevada sensibilidad del

procedimiento desarrollado [101].

No obstante, dicho sistema sufre una serie de limitaciones, como son: su
incapacidad de aceptar caudales de fase movil elevados (volumen maximo admitido 4
— 50 uL. min) y su incapacidad para asimilar fases moviles con alto contenido en sales.
Es por ello que en la actualidad se estan utilizando nuevas interfases como el triple

cuadrupolo (QqQ), la trampa i6nica (IT) y el tandem cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-
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ToF) para la mejora del analisis de antibioticos B-lactamicos mediante HPLC-ESI-MS

[102,103,104].

A modo de resumen, en la tabla 8 se recogen las caracteristicas mas importantes

de los principales métodos aplicados al analisis de antibiéticos B-lactamicos, descritos

en la bibliografia, basados en la cromatografia liquida de alta eficacia.

Tabla 8. Determinacién de antibi6ticos mediante HPLC.

Analito Muestra
PARAC, CLOF,
PENV, NAPX, P
BEZAF, IBUP, gua derio
MEFEN
PENG,PENV, . . .
OXA, NAFCI, lg"‘l‘) © 1y rnon
CLOX, DICLOX ovine
Musculo de
AMOX bovino, porcino
y aviar

AMOX, PENG, Musculo, higado

AMPI, OXA, y tifién de
CLOX, NAFCI, bovino y
DICLOX porcino
OXA, CLOX,

TICLONT, NARG | oo b

AMOX Musculo de
trucha

PENG, AMPI,
AMOX, OXA, Leche bovina

CLOX,

AMOX Plasma humano
AMOX, AMPI, Miisculo bovi
PENG, CLOX usculo bovino

Columna
Fase movil

ODS-AM
MeOH-agua-tampon
gradiente

ODS-80
acetonitrilo-tampén

ODS263
acetonitrilo-tampon

Cis

acetonitrilo-MeOH-tampon

gradiente

ClS

ClS

acetonitrilo-MeOH-tampoén

gradiente

YMC-ODS-AQ

acetonitrilo-agua (65:35)

gradiente

Cm— Hypersil

acetonitrilo-MeOH-tampén

(1:3:96)

isocratico

Cs
acetonitrilo-tampon

Deteccion

APCI-MS
ESI-MS

uv
220 nm

Fluorescencia
Aexc=358 nm
Aemis=440 nm

uv
323 nm

uv
300 nm
derivatizacion
fotoquimica

Uv
323 nm

ESI-MS/MS

uv
228 nm

(MY
325 nm

Caracteristicas

LD:
0.04 - 1.1 pg L!
Observaciones:
SPE

LD:
20 — 50 ug kgt
Observaciones:
desproteinizar, SPE

LD:
Observaciones:
desproteinizar, SPE,
derivatizacion
LD:

8.90 — 20.9 g kg!
Observaciones:
desproteinizar, SPE,
derivatizacion
LD:
Observaciones:
ultrafiltracién
RAM (ADS): 70 — 80%
LD:

2.9 pg ket
Observaciones:
desproteinizar, SPE,
derivatizacion
LD:
0.4—-1.1 pg ke
Observaciones:
extraccion, SPE

LD:

0.020 pg ml!
Observaciones:
columna RAM + BSA
LD:

2 -5 g kg
Observaciones:
extraccion, SPE,
derivatizacion

Ref.

[105]

[103]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[82]
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Tabla 8. Determinacion de antibi6ticos mediante HPLC (continuacion).

Analito Muestra

'PENG, 'PENV,

2CLOX, 20XA, Leche bovina
2DICLOX
PENYV, PENG,
OXA, NAFCI, Agua de
DICLOX, CLOX, manantial
MET
PENG, AMPI,
AMOX, CLOX, Tejidos
DICLOX
CEFAP, AMPI Leche bovina
OXA, CLOX, .
DICLOX Leche bovina
AMPI, PENG,
CLOX, DICLLOX, Leche bovina
NAFCI
AMPI Leche bovina
AMOX, AMPI TLeche bovina
AMOX, PENG,
AMPI, OXA, Leche bovina

CLOX, DICLOX

PENG, CLOX  Tejidos animales

PENG, PENV Leche bovina

Columna
Fase movil

C-2
acetonitrilo-tampén
(ac. férmico 10 mmol L)
gradiente

Merck LiChrospher RP-18
acetonitrilo-tampon
(NH4Ac 20 mmol L, pH 5.7)
gradiente

Cis
acetonitrilo-tampén
gradiente

Cs
(columna de guarda Cy)
MeOH-tampoén

Cs
acetonitrilo-MeOH-tampoén

ODS
acetonitrilo-MeOH-tampoén

ODS-3
acetonitrilo-tampon

ODS-3
acetonitrilo-tampon
gradiente

Cis
acetonitrilo-tampén
gradiente

Cis

acetonitrilo-tampdn

Nova-Pak Cig
acetonitrilo-tampon
gradiente

Deteccion

uv
1325 nm
2350 nm

ESI-MS/MS

Uv
325 nm

IPAD

Uv
340nm

uv
210nm

Fluorescencia
Aexc=346nm
Aemis=422nm

Fluorescencia

uv
323nm

Uv
325 nm

TS-MS
(A%

Caracteristicas Ref.

LD:

4—-10 pg L1
Observaciones:
Derivatizacion (1,24 -
triazol 2 mol L' + HgCl,
0.01 mol L1
LD:

20 ng L1
Observaciones:
liofilizacién (79 — 94%)
SPE (58 — 107%)
LD:

20 pg kgt
Observaciones:
dispersion de mattiz
solida, SPE,
derivatizacion
LD:
5pg Lt
Observaciones:
desproteinizar, SPE

LD:

2— 5pg Lt
Observaciones:
desproteinizar, SPE,
derivatizacion
LD:

30 — 50 pg Lt
Observaciones:
extraccion, SPE
LD:

0.41 pg Lt
Observaciones:
extraccion, detivatizacion
LD:
1.0-1.1 pg L1
Observaciones:
extraccion, SPE,
derivatizacion
LD:

1.3 -2.7 pg Lt
Observaciones:
SPE, detivatizacion
LD:
Spgkg!
Observaciones:
extraccion, SPE,
derivatizacion
LD:
TS-MS/UV: 3/6 pg kgt
Observaciones:
extraccion, SPE

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[86]

[118]

[119]



Introduccion

Tabla 8. Determinacién de antibi6ticos mediante HPLC (continuacion).

Analito Muestra
PENG Tejidos bovino
y de cerdo
PENG, PENV Sangre
PENG, PENV Queso, leche,
yogurt
PENG Huevo
OXA, CLOX, Leche, carne,
DICLOX queso
AMOX, AMPI Aguas res@uales
de hospital
8 penicilinas Lechel,

+ musculo? y

7 cefalosporinas rifién3 bovino

PENG, AMPI,
Oty IMIONG Leche bovina
DICLOX, CEFA,
CEFAP
AMOX, CLAV  Plasma humano
Medio de
cultivo

PENG, PENV (produccion
industrial 3-
lactamicos)

Columna
Fase movil

Inertsil ODS-2
acetonitrilo-tampon
(68:32)

isocratico

Nova-Pak Cig
acetonitrilo-tampon
(25:75)

isocratico

Nova-Pak Cig
acetonitrilo-tampén
(150 mmol L1 NH4Ac)
gradiente

Inertsil Cg
acetonitrilo-tampon
(fosfato 5 mmol L1

(28:72)

isocratico

Nova-Pak Cig
acetonitrilo-tampon
(fosfato 0.1mol L)

gradiente

YMC Hydrosphere Cig
acetonitrilo-tampon
(0.1% ac. férmico)
gradiente

Phenomenex Synergi Polar-
RP phenylether
acetonitrilo-MeOH-agua
(0.005% ac. t6rmico)
gradiente

Merck-LiChrospher 100
RP18
acetonitrilo-agua
(0.1% ac. férmico)
gradiente
Merck-LiChrospher 100
RP18
acetonitrilo-tampon
(0.01 mol L' fosfato + 0.02
mol L1 (CH3)sNCl
gradiente

Hibar LiChrosorb Cig
acetonitrilo-tampon
(0.2 mol L'! tiosulfato +
0.04 mol L1 4c. fosférico)
gradiente

Deteccion

uv
215 nm /

lactamasa

uv
325 nm

TS-MS

uv
325 nm

uv
345 nm

ESI-MS/MS

ESI-MS/MS

ESI-MS/MS

uv
220 nm

uv
228 nm

Caracteristicas

LD:

S pg kgt
Observaciones:
extrac. acetonitrilo y SPE
LD:
Observaciones:
desproteinizar, SPE
derivatizacion (1,2,4 -
triazol 2 mol L1 + HgCl,
0.01 mol L1)

LD:
Obsetvaciones:
desproteinizar, SPE

LD:
Obsetvaciones:
dispersion de matriz
sélida, SPE, derivatizacion

LD:
5-7pg Lt
Obsetvaciones:
SPE 75 — 93%

LC:

AMOX: 37 ng L1
AMPI: 33 ng L1
Obsetvaciones:

SPE (Isolut ENV+)
AMOX: 54%
AMPI: 48%
CCal: 4.6 — 113.8 pg Lt
CCo%: 52.6— 349.7 pg kg'!
CCa?: 54.6— 1081 pg kgt
Obsetvaciones:
extrac. acetonitrilo y
digestién enzimatica
LD:
<1-5ugL!
Obsetvaciones:
extraccion acida

(28 — 82%)

LD:
AMOX: 0.05 mg L1
CLAV: 0.08 mg L1
Obsetvaciones:
extraccion MeOH

LD:
Obsetvaciones:

desproteinizar con
MeOH

Ref.

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[104]

[127]

[128]
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Analito

OXA, CLOX,
DICLOX

AMPI

CLOX, AMPI,
AMOX

AMOX, PENG,
AMPI, OXA,

CLOX, DICLOX

PENG

PENG, AMPI,
AMOX, CLOX,
CEFAP

AMOX, CEFAP,

PENG, AMPI,
CLOX, CEFTF

PENG, AMPI,

AMOX, CEFAP,

CLOX, CEFTF

PENYV, PENG,
OXA, CLOX,
DICLOX

Tabla 8. Determinacion de antibi6ticos mediante HPLC (continuacion).

Muestra

Musculo bovino

Leche bovina

Leche bovina

Leche bovina

Leche bovina

Leche bovina

Leche bovina

Leche bovina

Musculo, rifién
y leche

Columna
Fase movil

RP 18
(columna de guarda Cis)

acetonitrilo-MeOH-tampén

C18

acetonitrilo-MeOH-tampén

Phenyl Spheri-5
i-propanol-tampdn

Cis

acetonitrilo-tamp6n-SDS

gradiente

Cs
acetonitrilo-tampén
gradiente

Cis

i-propanol-tampén

a) fenil
b) Cis

a) acetonitrilo-tamp6n-NEt;

b) acetonitrilo-tampon
Micro LC

acetonitrilo-tampon
gradiente

Inertsil ODS 2

acetonitrilo-tampoén-NEt;

Deteccion

PB-MS

Uv
325nm

TS-MS

uv
210-290 nm.

uv
320nm

MS

a) UV 210-290nm

b)UV 230nm y
TS-MS

ESI-MS

APCI-MS

Caracteristicas

LD:

40 — 50 ug kg!
Obsetrvaciones:
extraccion
LD:
3ug L1
Obsetrvaciones:
extraccion, SPE,
detivatizacion
LD:
100-200 pg L1
Observaciones:

dilucién y centrifugacion

LD:
Observaciones:
desproteinizar, limpieza
1LC
LD:
2pg Lt
Obsetrvaciones:
desproteinizar, SPE,
derivatizacion
postcolumna
LD:

100 pg L1
Observaciones:
desproteinizar, SPE,
detivatizacion

LD:
Obsetrvaciones:
filtrar

LD:
3-30pg L1
Observaciones:
desproteinizacién y
ultracentrifuga
LD:
2—-100 pg kgt
Observaciones:

desproteinizacién y LLE

Ref.

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[100]

Abreviaturas: PARAC: paracetamol, CLOY: de. cofibrico, PENV: penicilina 17, NAPX: naproxen, BEZAF:
bezafibrato, 1BUP: ibuprofeno, MEFEN: dc. mefendmico, PENG: penicilina G; OXA: oxacilina, CLOX: cloxacilina,
DICLOX: dicloxacilina, NAFCL: nafiilina, AMOX: amoxicilina, AMPI: ampicilina, OXY: oxitetraciclina,
CEFAP: cefapirina, CEFTYE: ceftiofur, PROCAL: procaina, MET: meticilina, CLAN: dc. clavulinico, CEFA:
cefalosporina, BSA: albsimina de suero bovino, CCov: limite de decision, 'TS: nebulizacion térmica, ESI: interfase de
electronebulizacion, APCl: interfase por ionizacion a presion atmosférica, PB: interfase de hag de particulas, UN: detector
de ultraviolenta, IPAD: detector amperométrico de pulso integrado, MS: espectroscopia de masas, SPE: extraccion en fase
solida, LLE: extraccion liquido-liguido, SDS: doecilsulfato sodico, RAM: material de acceso restringido, ADS: alguil dio!

silica.
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5.1.3. OTROS METODOS CROMATOGRAFICOS Y DE SEPARACION
5.1.3.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Ademais de la GC y el HPLC, se han aplicado otros métodos cromatograficos
para la determinacién de antibidticos B-lactamicos. Entre los métodos desarrollados
para llevar a cabo el analisis multiple de antibioticos de diversa polaridad en
concentraciones ultratraza, destaca la cromatografia en capa fina (TLC, del inglés “%hin
layer chromatography”) [137] y su analogo, la cromatografia en capa fina de alta resoluciéon
HPTLC, del inglés “high performance thin layer chromatography™). Vaguean y Alongué
[138] desarrollaron un método basado en TLC para la determinaciéon cuantitativa de
residuos de ampicilina en musculo y leche. Después de la extraccion, derivatizacion,
purificacidon y preconcentracion de la muestra, ésta se inyecta en una placa de gel de
silice de HPTCL empleandose acetato de etilo como fase mévil. El analito se detecta
espectrofotométricamente a 365 nm y los limites de detecciéon alcanzados para la
ampicilina en leche y musculo son de 4 pg L1 y 50 pg kg'l, respectivamente. Otro
ejemplo de detecciéon de antimicrobianos mediante cromatografia en capa fina es el
trabajo de Ramirez y col. [139] que determinan ampicilina, penicilina G y dicloxacilina
en leche de vaca mediante HPTLC con deteccion mediante bioautografia. Este sistema
de deteccién esta basado en la localizaciéon y cuantificacion de la actividad
antibacteriana en cromatograffa, en este caso, plana [140]. El microorganismo utilizado
para la deteccion es el Bacillus subtilis ATCC 6633. Este método presenta un limite de
detecciéon comprendido entre 0.007 — 0.027 pg ml-! para los tres antibidticos y

porcentajes de recuperacion entre 90 — 100%.

5.2. METODOS NO CROMATOGRAFICOS

Como ya se ha indicado en el apartado 5.1., las técnicas cromatograficas se
aplican extensamente para el analisis de antibioticos B-lactamicos. Sin embargo, los

métodos cromatograficos no estan exentos de inconvenientes.
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En general, los métodos desarrollados se caracterizan por la complejidad de
todo el proceso analitico involucrado, que supone disponer de laboratorios con
personal técnico cualificado. Ademas, la realizacién de analisis 7/ situ, tanto en campo
como en una linea de fabricaciéon, es complicada. A ello se han de afadir los elevados
costes del sistema y su mantenimiento. Por otro lado, el proceso de anlisis es lento, ya
que se requiere una etapa previa de tratamiento de muestra que limita la utilidad
practica de las técnicas cromatograficas en grandes explotaciones ganaderas y
estaciones de control medioambiental en las que se requieren procedimientos que
permitan garantizar el cumplimiento de las normativas vigentes en el menor tiempo

posible.

Para llevar a cabo este control, se requieren métodos sensibles, selectivos,
rapidos, automatizables, econémicos y faciles de usar. Todo ello ha generado la
necesidad de poner a punto métodos alternativos para la determinacion de residuos de
antibiéticos, como son los clasicos ensayos de inhibicién microbiana e inmunoensayos
[141] y otros desarrollados mas recientemente como los sensores [142], “&it” de

ensayos quimicos [143] y equipos de laboratorio miniaturizados [144].

5.2.1. METODOS BASADOS EN ENSAYOQS DE BARRIDO (TEST DE SCREENING)

La importancia y el potencial de estos ensayos se ponen de manifiesto en el
considerable incremento de trabajos cientificos relacionados con estas metodologias

analiticas en los ultimos veinte afios.

El interés de estos métodos analiticos es doble: en primer lugar, por la
necesidad de abaratar los costes de los programas de vigilancia y control; en segundo
lugar, por la necesidad de conocer el origen, vias de distribuciéon y destino de los

contaminantes que pueden ser perjudiciales para la salud y el medio ambiente.

Un ensayo de barrido o test de screening se define como “aguel miétodo
analitico que es capaz de levar a cabo la seleccion de aquellas muestras cuyo contenido es similar o
mayor que uno previamente establecido como umbral’ [145]. Por lo tanto, la aplicacion de estos

métodos permite identificar las muestras que probablemente estin contaminadas las
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cuales seran sometidas a un analisis mas exhaustivo permitiendo determinar la
presencia cualitativa y cuantitativa fiable del residuo mediante un método analitico
validado que, en la mayoria de los casos, es cromatrografico. En la figura 12 se

muestra el esquema de funcionamiento de los ensayos de barrido [145].

METODO ANALITICO
CONVENCIONAL

RESULTADOS

MUESTRA

SI | SIGUIENTE
N MUESTRA

— -
g ) -1 4
. Q
ENSAYO NO ) STOP >
DE BARRIDO

Figura 12. Esquema de aplicacion de los ensayos de barrido.

5.2.1.1. CARACTERISTICAS DE LOS ENSAYOS DE BARRIDO

Entre las ventajas de los ensayos de barrido cabe destacar su rapidez,
simplicidad y minimizacién de errores debido a la ausencia o aplicaciéon de
procedimientos sencillos de tratamiento de muestra. Otros factores son el ahorro de
tiempo y dinero, ya que s6lo las muestras que proporcionan una respuesta positiva al

ensayo necesitaran ser confirmadas con otra técnica mas sofisticada.

Las caracteristicas fundamentales que diferencian los analisis convencionales de

los ensayos de barrido se resumen en los siguientes puntos [145]:
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e La respuesta que proporciona el ensayo permite tomar una decision inmediata.

e Los resultados obtenidos mediante estos métodos a menudo necesitan ser
confirmados mediante técnicas convencionales.

e Suclen proporcionar respuestas, fundamentalmente, cualitativas aunque, en

menor medida, también pueden suministrar medidas cuantitativas.
e Requieren un escaso o nulo pretratamiento de muestra.

e Son ensayos rapidos.

No obstante, no es necesario que los métodos puestos a punto presenten todas
estas caracteristicas. Tan s6lo es necesario definirse por tres de ellas para que un

método analitico pueda ser considerado un ensayo de barrido.

Asimismo, una de las caracteristicas mas relevantes de estos procedimientos es
el tipo de respuesta binaria que propotcionan, esto es SI/NO, que resalta su caracter
cualitativo. No obstante, hay que considerar que muchos de estos ensayos, como
sucede para la mayoria de los sensores, poseen la capacidad de proporcionar resultados

cualitativos y también cuantitativos con 6ptimos valores de precision y exactitud.

Por otro lado, del mismo modo que los resultados obtenidos mediante los
métodos convencionales llevan asociados una incertidumbre debida al proceso de
analisis, los ensayos que proporcionan respuestas binarias también se encuentra

sometidos a errores, denominados:

e Falsos negativos. Se producen cuando el resultado del test es NO pero
deberfa ser SI. Ejemplo de esta circunstancia serfa que una muestra de leche que
contuviera residuos de antibidticos produjera una respuesta negativa en el

ensayo, considerandose por tanto apta para consumo.

e Falsos positivos. Se producen cuando el resultado del test es SI pero deberia
ser NO. Ejemplo de ello serfa una muestra de leche que no contuviera ningin
antimicrobiano y sin embargo el ensayo confirmase la presencia de dichos

analitos.
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5.2.1.2. CLASIFICACION DE LOS ENSAYOS DE BARRIDO

Los ensayos de barrido o “Zest de screening” pueden ser clasificados atendiendo a

una gran variedad de criterios, que se recogen en la tabla 9.

Tabla 9. Clasificacion de los ensayos de barrido (test de screening)[145].

Ensayos discriminatorios

TIPO DE Proporciona informacién individualizada de un analito o grupo de analitos
RESPUESTA Ensayos globales
BINARIA Proporciona informaciéon de varias especies considerandola como un unico
conjunto

Ensayos directos
RELACION La sefial analitica esta directamente relacionada con el analito
SENAL-ANALITO Ensayos indirectos

ILa sefial analitica esta relacionada con el producto de una reaccién quimica,
bioquimica o inmunolégica

ESTADO Ensayos para muestras liquidas
AGREGACION DE  Ensayos para muestras gaseosas
LAS MUESTRAS o
Ensayos para muestras solidas
Ensayo directo
El miés simple y la que mejor se ajusta a la definiciéon de ensayo de barrido ya que
no se realiza tratamiento previo de la muestra
TRATAMIENTO Ensayo con pretratamiento simple
DE Se realiza un pretratamiento de muestra pero es rapido y simple
MUESTRA
Ensayo con pretratamiento exhaustivo
Su aplicacién sélo esta justificada en el caso de que los métodos convencionales de
analisis supongan un coste econémico excesivo
Ensayo con deteccion idéntica
SISTEMA La mas simple y la que mejor se ajusta a la definicién de ensayo de barrido ya que
DE no se realiza tratamiento previo de la muestra
DETECCION

Ensayo con deteccion diferente
Se realiza un pretratamiento de muestra, pero es rapido y simple

Ademas de en funcidén de estos criterios, los ensayos de barrido también
pueden clasificarse:

e En funcién del tipo de sistema de deteccion: opticos, electroanaliticos, de
masas, etc..

e Segun el formato de ensayo, podemos encontrar “&i#s”, sensores de ensayo,

etc..
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5.2.2. ENSAYOS DE BARRIDO PARA ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

La necesidad de establecer normativas con LMRs cada dia mas bajos, asi como
la existencia de programas de vigilancia y control de residuos mas rigurosos, ha
originado una demanda creciente de métodos para la detecciéon de antimicrobianos en

muestras medioambientales y, especialmente, en productos alimentarios.

Para satisfacer estas necesidades, se han desarrollado distintas metodologias
basadas en ensayos de barrido, algunas de la cuales se han comercializado, que
presentan suficiente sensibilidad para el analisis de antibi6ticos B-lactamicos en tejidos

biologicos, miel, pescados, orina, huevos, leche, agua, etc..

Los métodos basados en ensayos de barrido para la determinacién de
antibacterianos se pueden dividir en dos grandes grupos: métodos microbiolégicos y

métodos inmunoquimicos.

5.2.2.1. METODOS MICROBIOLOGICOS

a) Ensayos de inhibicion microbiana

Fueron los primeros métodos utilizados para la deteccion de antimicrobianos.
Se basan en la inhibicién del crecimiento bacteriano debido a la presencia de
antibidticos. lLas principales ventajas de estos dispositivos es su capacidad de
adaptacion al analisis de un gran numero de muestras, su facilidad de manejo y sus
bajos costes. Sin embargo, poseen la desventaja de ser poco selectivos y de respuesta

poco rapida (tiempos de incubacién de mas de dos horas).

Algunos de estos kits comerciales basados en esta respuesta biolégica son:

e Delvotest-P® (DCM-Gist Brocades), introducido en los anos 70 por Os y col..
El sistema emplea en un microorganismo, Bacillus stearothermophilus, que se
encuentra encapsulado en un medio de cultivo agar que contiene un indicador
de pH; el nutriente y la muestra se adicionan simultaneamente en el momento

de la medicién. La ausencia de antibidtico implica un cambio de color del
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indicador ya que con el crecimiento bacteriano se produce una disminucién del

pH del medio. La sensibilidad para penicilina G es de 3 pg L1

¢ Delvotest-SP® (DSM-Gist Brocades), de desarrollo mas reciente, se diferencia
de su predecesor en que es capaz de detectar un mayor espectro de
antibacterianos, en especial las sulfonamidas. La sensibilidad de este ensayo para
penicilina G se encuentra establecido en 2.5 pug L. La ultima version del
dispositivo Delvotest es el Delvotest® MCS (DSM-Gist Brocades) que en
Francia es utilizado, desde el afio 2001, como método oficial para la deteccion

de residuos de antibiéticos en leche de vaca.

Aunque Delvotest es el ensayo de inhibicion microbiana mas empleado, existen
otros muchos sistemas de detecciéon comercializados: Charm AIM-96 y BsDA
(Charm Sciences Inc.), Brilliant Black Reduction Test (BR-test, 1967), mejorado
por Miller en 1990 [146], Valio T101-test (1990), CMT — Copan Milk Test (Copan

Diagnosis Inc.) y Premi®test (DSM-Gist Brocades), desarrollado para el analisis de

antibidticos de amplio espectro en muestras de pescado, huevos, miel, orina, etc..

En la tabla 10 se muestran los limites de deteccién alcanzados por algunos

ensayos de inhibicién microbiana para antibiéticos B-lactamicos.

Tabla 10. Limites de deteccion (ug kg™) declarados por las casas comerciales de algunos ensayos de
inhibicién microbiana para antibidticos p-lactdmicos en leche.
Antibiético B-lactamico

Ensayo . .. T ..
Penicilina G~ Amoxcicilina ~ Ampicilina  Oxacilina  Cloxacilina — Didoxacilina ~ Naftilina

Delvotest P

(2% h) 3 5-6 5 10 -15 25 20 10
Delvotest SP
(2% h) 2.5 3-4 3-4 10 15 -25 10 —-15 5-8
Delvotest MCS 2.4 = = = - - -
Charm
AIM - 96 4 4 6 30 50 30 -
Charm Farm
V/MV 3-4 4 4 - - - -
BsDA 4 = 5 - 35 - -
Valio T101 2—4 30 - 50 10-30 150—-200 100 —150 - -
CMT 1-2 2—4 <2 5—-10 10 -15 10-15 5-10
BR-test 1 - 1 - 40 - -
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La posibilidad de desarrollar sistemas automaticos basados en ensayos de
inhibicién microbiana es muy limitada y, actualmente, es dificil encontrar un

dispositivo de estas caracteristicas [147].

b) Ensayos de receptores

En los dltimos quince afios y paralelamente a los ensayos tradicionales de
inhibicién microbiana, se ha producido un incremento notable en el desarrollo de
métodos basados en la utilizaciéon de receptores proteicos para la determinacién de
antibioticos.

Estos ensayos se basan en la unién del antibidtico a una proteina especifica
alojada en la matriz de una membrana o situada en células microbianas. Se trata de
métodos mas versatiles que los ensayos de inhibicién microbiana y, en principio, se
pueden aplicar a la determinacién de diferentes residuos de antibiéticos en una gran

variedad de matrices.

Al igual que en el caso anterior, también existe una gran diversidad de
dispositivos comerciales basados en este tipo de reconocimiento: Charm I test
(Charm Sciences Inc.) permite la deteccion exclusiva de antibidticos B-lactamicos, fue
el primer test de ensayo rapido reconocido por la Asociaciéon Oficial de Quimicos
Analiticos (AOAC, del inglés “The Association of Offical Analytical Chemists™), con un
tiempo de ejecucion de quince minutos. Con el tiempo, Charm I se ha ido mejorando
con nuevas versiones como son Charm II test, que permite la detecciéon de
tetraciclinas, sulfonamidas, amfenicoles ademas de los B-lactamicos y, la ultima
version, Charm SL B-lactam test [148], que se caracteriza por ser un dispositivo

robusto, estable, selectivo y, practicamente, sin problemas de interferencias.

En una encuesta realizada en cuatro paises europeos: Espafa, Suecia, Suiza y

Francia, en el marco del proyecto CREAM (Ref. QLK-1999-00902), se ha encontrado

que los ensayos mas utilizados en granjas de produccion lactea son el Delvotest-SP® y

el Charm AIM-96.
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Otro ensayo disponible hoy en dia para la detecciéon de antibidticos es el
Betastar® test (UCB Bioproducts) que emplea un receptor especifico para B-lactamas
que se encuentra unido a particulas de oro. El analisis se realiza mediante tiras
reactivas detectando penicilinas y cefalosporinas con alta sensibilidad tras ocho

minutos de incubacién.

El Delvo-X-Press y SNAP B-lactam (IDEXX Laboratories) son ensayos de
receptores en donde la deteccidon se realiza gracias a una reacciéon enzimatica. El
método esta basado en un ensayo heterogéneo con formato competitivo indirecto
(“engyme-linked receptor-binding assay™) en el que los residuos B-lactamicos compiten con
penicilina G, ligada a un soporte, por una proteina fijadora de penicilina (PBP)

marcada con la enzima peroxidasa de rabano (HRP, del inglés “horse radish peroxidase™).

Paralelamente al desarrollo de estos dispositivos comerciales, se han descrito
numerosos sensores que utilizan el mismo sistema de reconocimiento debido al gran
interés que suscita la aplicaciéon analitica de métodos automaticos de analisis. Los
avances en estas lineas de investigacion han sido posibles debido a la rapidez con la
que se realiza la unién del inhibidor a la proteina especifica (< 20 min), que contrasta
con los tiempos necesarios para la obtenciéon de resultados en los ensayos de

inhibicién microbiana (> 120 min).

Varios autores han descrito en los ultimos afios biosensores basados en los
ensayos de receptores. En este sentido, Gustavsson y col. han desarrollado un
biosensor para el analisis de antibiéticos B-lactamicos en leche usando como proteina
fijadora de B-lactamicos la enzima DD-carboxipeptidasa (R39) [149] (ver figura 13a).
El ensayo consiste en la unién de la proteina a un conjugado de cefalosporina ligada a
un anticuerpo monoclonal (anti-H11). La deteccion se realiza mediante resonancia de
plasmoén superficial (SPR, del inglés “superficial plasmon resonante”) que es sensible a los
cambios de densidad masica en la superficie del sensor evaluados mediante la
monitorizacién de las condiciones de excitacién de los plasmones superficiales. La
cantidad de R39 unida a la interfase es inversamente proporcional a la concentracion
de antibiéticos B-lactamicos en la muestra. Los limites de detecciéon que se obtienen

para varias penicilinas y cefalosporinas, se encuentran por debajo o préximos a los
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LMRs permitidos, con reproducibilidades optimas (6 — 12% para penicilina G) y un
intervalo dinamico de 2.0 — 12.5 pg kg!. Desafortunadamente, la aplicacion del ensayo
al analisis de muestras reales conlleva la aparicién de un alto porcentaje de uniéon no
especifica en la superficie del sensor, lo que hace necesario una mejora del sistema

desarrollado.

Recientemente Cacciatore y col. [150] (ver figura 13b) han desarrollado otro
biosensor para la determinaciéon de B-lactamicos en leche utilizando también SPR
como sistema de deteccién. El ensayo esta basado en la inhibicién de la unién del
conjugado digoxigenina-ampicilina (DIG-AMPI) a una proteina fijadora de penicilinas
derivada de la cepa Steptococcus pnenmoniae (PBP 2x*). En una primera etapa, las
muestras se incuban con PBP 2x*, de forma que los antibiéticos se unen a la proteina.
En una segunda etapa, la fraccion de PBP 2x* libre se une a la molécula DIG-AMPI
formando el complejo DIG-AMPI/PBP 2x* que se detectard mediante la unién de la
digoxigenina a un anticuerpo monoclonal anti-DIG inmovilizado en la superficie del
sensor. Empleando este sensor, es posible medir penicilina G, ampicilina, amoxicilina,
cloxacilina, cefalexina y cefoperazona en leche desnatada a niveles de concentracion
por debajo de los LMRs. Sin embargo, el sistema también se encuentra sometido a

interferencias debidas a la matriz de la muestra ensayada.

RAN ANALISIS SPR ® Inyeccion
de muestra
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Figura 13. Esquema detallado de tres tipos de biosensores basados en espectrometria SPR para la
determinacién de antibidticos lactdmicos en muestras de leche. Ver texto para descripcion detallada

[149,150,151]. (*dipéptido: Ae1-Lys-D-Ala *tripéptido: Ae1.-Lys-D-Ala-D-Als).

¢) Ensayos enzimaticos

Aunque también estan basados en la unién del antibiético a un receptor

proteico, se denominan ensayos enzimaticos a aquellos basados en la medida de la

inhibicién, por parte de los antibidticos, de la enzima DD-carboxipeptidasa,

involucrada en la sintesis de la pared bacteriana.
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Entre los dispositivos comerciales basados en este tipo de ensayos, el mas
utilizado es el Penzym® (SmithKline Beecham). Actualmente, se encuentran en el

mercado los dispositivos Penzym®100 y Penzym® S 100 que permite alcanzar

menores limites de deteccion y tiempos de analisis inferiores a 20 minutos.

En la tabla 11 se recogen los limites de detecciéon de algunos receptoensayos y

ensayos enzimaticos para antibiéticos 3-lactamicos.

Tabla 11. Limites de deteccion (ug kg™), declarados por los fabricantes de algunos receptoensayos y
ensayos enzimaticos para antibioticos S-lactamicos en leche.

Antibiético B-lactamico

Ensayo Penicilina G =~ Amoxicilina — Ampicilina Oxacilina Cloxacilina  Dicloxacilina Naeilina

Betastar® 2-4 2.4 2.5 5-10 5-10 5-10  8-20
Charm SLB-L 2 5 4 30 30 20 30
Delvo-X-Press  2—4  4-8  4-8 . 30 — 40 . .

SNAP f-lactam <4 - = = - - -
Penzym 100 4-6 4-6 4 -7 30-50 60-100 - =

Penzym S 100 2-4 3-4 3-4 20 — 30 30 —-70 = =

Hasta el momento no se han publicado muchos trabajos sobre el desarrollo de
sensores basados en este mismo principio de medida. No obstante, Gustavsson y col.
[151] han descrito un biosensor basado en medidas SPR para la determinacion de (3-
lactamicos en leche basado en la medida del grado de inhibicién producido en la
reaccion de hidrolisis del tripéptido (Ac-L-Lys-D-Ala-D-Ala) en el dipéptido (Ac-L-Lys-
D-Ala) por parte de la enzima DD-carboxipeptidasa en presencia del antibidtico (ver
tigura 13c). Este biosensor presenta un limite de detecciéon de 2.6 ug kg'l, con una

incertidumbre entre 7.3 — 16% (n = 3).

Alternativamente a los ensayos enzimaticos basados en la inhibicién de la DD-
carboxipeptidasa, se han descrito otros métodos enzimaticos utilizando como
elemento de reconocimiento biolégico B-lactamasa (penicilinasa) o penicilina G-

amidasa. Estas enzimas catalizan la hidrdlisis de los enlaces amida del antibidtico
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generando los acidos penicilinéico y 6-aminopenicilanico (6-APA), respectivamente.
El principio de medida de este tipo de dispositivos esta basado en cuantificar el
cambio de pH producido por los acidos formados mediante los transductores de pH

adecuados: sensores electroquimicos [152], sensores Opticos [153-155], capacitivos

[150], etc..

5.2.2.2. METODOS INMUNOQUIMICOS

Engloban todas aquellas herramientas analiticas que utilizan como principio

basico de medida la interaccién anticuerpo-antigeno (Ab-Ag).

Los inmunoensayos o técnicas inmunoanaliticas tienen su origen en
quimica  clinica. El primer método inmunoanalitico cuantitativo, un
radioinmunoensayo (RIA) para el analisis de insulina humana a niveles de picogramos,

fue descrito por Yalow y col. en 1959 [157].

Los métodos inmunoquimicos son muy selectivos, gracias a la especificidad de
la unién antigeno-anticuerpo y, ademas, presentan otras ventajas como son la rapidez
de analisis, su facilidad de ejecucion, sensibilidad asi como el bajo coste necesario para
su aplicacion. El principal inconveniente de este tipo de ensayos es la baja estabilidad

de los reactivos biolégicos empleados y la disponibilidad limitada de algunos de ellos.

Entre los dispositivos comerciales basados en este tipo de ensayos podemos
destacar: CITEProbe (IDEXX), Fluorophos™ Beta-Screen® (Advance
Instruments) [158] y LacTek (Idetek) [159]. En los dos dltimos se lleva a cabo un
inmunoensayo enzimatico en fase heterogénea (ELISA, del inglés “engyme-linked

immunosorbent assay”) siendo el LacTek el que proporciona con menor frecuencia falsos

positivos [160,161].

Recientemente, se ha incorporado un nuevo dispositivo comercial basado en un
inmunoensayo fluorescente con formato competitivo denominado Parallux™ Beta
Lactam Assay System (IDEXX) [162]. El sistema ha sido aplicado satisfactoriamente

a la determinacién de penicilina G, ampicilina, amoxicilina, cloxacilina, cepapirina y
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ceftiofur en muestras de leche caracterizandose por su alta sensibilidad (limites de
deteccion para los seis B-lactamicos comprendidos entre 2.9 — 33.8 ug 1), y ausencia

de interferencias derivadas de la presencia de células somaticas (1 10-¢ cell mL-1).

En la tabla 12 se recogen los limites de deteccion que se obtienen con algunos

dispositivos inmunoquimicos que actualmente se pueden encontrar en el mercado.

Tabla 12. Limites de deteccion (ug kg™) declarados por los fabricantes de algunos inmunoensayos
comerciales para el analisis de antibidticos p-lactamicos en leche.

Antibiético B-lactamico

Ensayo
Penicilina G =~ Amoxicilina — Ampicilina Oxacilina Cloxacilina  Cepapirina Ceftiofur
Beta-sreen® 2 12 4 25 25 - -
CiteProbe 5 10 10 = 100 5 10
CTII test 2.5 5 5 = 20 5 5
LacTek 5 4 5 4 10 10 100
EZ-Screen - - - - - - -
Spot test 3.7 - - - 62.5 15 -

Finalmente cabe destacar que, aunque la mayorfa de los ensayos de barrido
desarrollados estan orientados a la determinacion de residuos de antibidticos en
muestras de leche, algunos de ellos se han adaptado al analisis de otras matrices (miel,
carne, aguas, etc.) [144]. En la tabla 13 se recogen algunas de estas aplicaciones

descritas en la bibliografia.
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Tabla 13. Determinacion de antibidticos mediante ensayos de barrido en diversas muestras

bioldgicas y medioambientales.

Analito

CEFX

OXY

ETPR

penicilinas
tetraciclinas

TCY, OXY, CTC,
DOXY, CEFTF,
CEFQ, PENG,
AMPI, AMOX,
CEFAP, CEFX

5 tetraciclinas
6 sulfonamidas

TYL, TCY, CTC

CEFZ

Abreviaturas

Muestra

Tejidos pollo

Miel

Huevos

Suero
orina
tejidos

Rinén
porcino y
vacuno

Agua y aguas
residuales

Muestras
acuosas

Aire

Método de barrido

Microbioldgico
organismo:

B. ste rothermophilus
CI953NIZO

Microbioldgico
organismo:

B. cerens

ATCC 11778

Microbioldgico
organismo:
B. subtilis BGA

Microbioldgico
(ensayo de receptores)
Charm II

Inmunoquinico
Parallux™

Microbioldgico
(ensayo de receptores)
Charm II- SPE

Inmunoquimico
ELISA
commercial:

!Int. Diagnosis System Cotp.
’R-Biopharm AG

Inmunoquimico
ELISA
(competitivo indirecto)
Ab: anti-CEFZ

Ag conjugado: CEFZ-BSA (25 mm/0.1 um)

Ag: CEFZ

Tratamiento

Caracteristicas
de muestra

desproteinizat:
TCA
SPE:

DiaionHP-20

cualitativo

diluir con litati
t.fosfato pH 7 cualitativo
mezclar con
surfactante
/t. fosfato pH 8
+
centrifugar

cualitativo

concentracion evaluada:
Suero: 200 pg L1
Orina: 1000 pg L1
Tejidos: 50 pg Kg'!

LD:
TCY/OXY/CTC/DOXY:
300 pg Kg!
mezclar 5g con CEFTF/CEFQ:
10 mL t. fosfato 200 pg Kg!
pH 7.6 PENG/AMPI/AMOX:
+ 50 pg Kg!
centrifugar CEFAP:
100 pg Ke't
CEFX:

no detectada

filtrar (0.2 pm)

s LD:
centifugar 0.05 pg L1
(agna residual) SPE:
+ Oasis HLB
0.5 mL (60 mg/3 mL)
AEDT 5%
filtrar (0.45 pum) LD:
+ 10.1 pg L1, 20.05 pg Lt
diluir (1:1) Observaciones:

t.fosfato Recuperacion ca. 100%
LD:
andlisis sobre el 1.9 ng/filtro
filtro Observaciones:

(nitrato de celulosa, RC: 19 — 56% para
CEFX, CEPH, PENG,

AMPI

Ref.

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

: PENG: penicilina G; AMOX: amoxicilina, AMPL: ampicilina, CEFAP: cefapirina, CEFTF:

ceftiofur, ETPR: estreptomicina, TCY: tetraciclina, CTC: corotetraciclina, DOXY: doxiciclina, CEFQ: cefquinona,
TYL: tilosina, CEFZ: ceftazidina, CEXX: cefalexina, SPE: extraccion en fase silida, RC%: reactividad cruzada,
ELISA: inmunoensayo enzimdtico en fase heterogénea “engyme-linked immunosorbent assay’.
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5.3. OTROS METODOS

Algunos de los primeros métodos analiticos que se desarrollaron para la
determinacién de antibiéticos [-lactamicos estaban basados en métodos
volumétricos [171]. Entre ellos, los mas utilizados empleaban valoraciones redox, en
las que se valoraban los productos de degradacién obtenidos tras la hidrélisis de los
antibiéticos empleando especies oxidantes como el yodato (IO4) [172] o el mercuarico
(Hg?") [173]. El punto final de las valoraciones se detectaba espectrofotométricamente
o potenciométricamente, obteniéndose LD superiores a 0.095 mg mL.-1. Se ha descrito
también el empleo de estos métodos para la determinaciéon de penicilinas mediante
analisis por inyeccion en flujo (FIA) [174]. Hoy en dia, se sigue trabajando en la mejora
de este tipo de analisis debido a su simplicidad y posibilidad de aplicacion en los paises
del Tercer Mundo [175].

5.3.1. ELECTROFORESIS CAPILAR

La electroforesis capilar (CE, del inglés “capillary electrophoresis™) es un proceso
en el cual las especies cargadas (lones o particulas coloidales) se separan en funcién de
su distinta velocidad de migraciéon en un campo eléctrico en el interior de una columna
capilar. La versatilidad de la CE para el analisis de distintas sustancias deriva en parte
de los diferentes métodos electroforéticos desarrollados hasta el momento, entre los
que destacamos: la electroforesis capilar de zona (CZE, del inglés “capillary zone
electrophoresis™), la cromatografia electrocinética capilar micelar (MEKC, del inglés
“micellar electrokinetic chromatography™) y la isotacoforesis capilar (CITP, del inglés

“capillary isotachophoresis™).

En la actualidad, el uso de la electroforesis capilar para la determinacién de
productos farmacéuticos y drogas ha alcanzado un puesto de considerable relevancia
dentro de las técnicas utilizadas habitualmente para el analisis de estos analitos [1706].
Se han publicado varias revisiones sobre la aplicaciéon de esta técnica en el analisis de

antibisticos [177,178,179].



Introduccion

Las principales ventajas de la electroforesis capilar son, entre otras, la eficacia
del proceso de separacion, la posibilidad de utilizar pequefios volumenes de muestra y
el abaratamiento asociado al menor consumo de disolventes organicos. Ademas, se
puede automatizar facilmente y es posible acoplarla a una gran variedad de sistemas de
deteccion. Sin embargo, cuando se desean alcanzar bajos limites de deteccion es
necesario aumentar el volumen de muestra inyectada y/o el uso de otras técnicas de

deteccion mas sensibles, como detectores electroquimicos [180] o la fluorescencia

inducida por laser (ILIF, del inglés “Laser-Induced Fluorescent™) [181].

Entre las aplicaciones de esta técnica para la determinacion de antibiéticos {3-
lactamicos, podemos destacar el trabajo de Wan y col. [182] que analizaron penicilina
G y compuestos relacionados en productos intermedios de la fabricacién de penicilina
sintéticas. Por otro lado, Ahrer y col. [105] han realizado un estudio comparativo entre
CE-MS y HPLC-MS concluyendo que la CE es una alternativa tutil a la técnica de
HPLC para esta aplicaciéon a pesar de que requiere un mayor pretratamiento de
muestra y que, en general, proporciona mayores limites de deteccién para los
antibidticos analizados (para penicilina V, LD (CE-MS) = 134 ug L1 y LD (HPLC-
MS) = 0.9 ug L1).

En la tabla 14 se recogen las caracteristicas principales de los métodos basados
de electroforesis capilar (CE) aplicados a la determinacién de antibidticos (-

lactamicos.



Analito

PENG-Procaina
PENG-Benzatina

AMOX

PENG, AMPI,
AMOX, OXA,
PENV, CLOX

AMOX, CEFAP,
PENG, AMPI,
CLOX, OXA,
PENV, PIPER,

DICLOX

CLOX, OXA,
DICLOX

PENV, (otros:
CLOF, NAPX,
IBUP)

Muestra

Preparado
farmacéutico

Plasma

Agua residual
de granja de
ganado porcino

Agua bidestilada

Leche bovina

Agua superficial

Modo
CE

MECK

CZE

MECK

MECK

CE

MECK

Pretratamiento

/Recuperacion

PENG-Procaina
98%
PENG-Benzatina
>97%

SPE
(cartuchos Cisg)
90%

filtrar
96 —112%

1) extracciéon LLE

2) SPE ODS Bondesil

Deteccion

uv
214 nm

uv

uv
214 nm

uv
210 nm

uv

ESI-MS

Tabla 14. Determinacion de antibidticos flactamicos mediante CE.

LD

LD:
0.001 mg mL!

Obsetvaciones:

LD:

0.28 mg L1
Obsetvaciones:
LD:

0.2 pg L1
Obsetvaciones:
posible uso SPE

LD:
Obsetvaciones:
optimizacién de

la separacion

LD:

2ug L1
Obsetvaciones:
0.1 mL leche

LD:

4.8-18.8 ng I'!

Obsetvaciones:
0.1 mL leche
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Ref.

[183]

[184]

[176]

[185]

[186]

[187]

Abreviaturas: CLOY: de. clofibrico, PENV: penicilina 1/, NAPX: naproxen, IBUP: ibuprofeno, PENG: penicilina
G; OXA: oxacilina, CLOX: cloxacilina, DICLOX: dicloxacilina, AMOX: amoxicilina, AMPI: ampicilina,
CEFAP: cefapirina, PIPER: piperacilina, ESI: interfase de electronebulizacion, UN: detector de ultraviolenta, MS:
espectroscopia de masas, SPE: extraccion en fase sélida, LLE: extraccion liguido-liguids, MECK: cromatografia
electrocinética capilar micelar, CE: electroforesis capilar, CLE: electroforesis capilar de zona.
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Objetivos y planteamientos generales

La busqueda de productos de elevada calidad para la alimentacion humana es
un area de interés creciente, sobre todo a raiz de los ultimos fraudes detectados en
paises de la UE y fuera de ésta. Desafortunadamente, en algunas ocasiones, los
productos empleados para mejorar la calidad de los alimentos dan lugar a la aparicion
de residuos que pueden resultar altamente nocivos para la salud. Por todo ello, es
necesario aprovechar adecuadamente los métodos analiticos existentes, asi como la

implantacion de nuevas tecnologias de analisis para la deteccién de estos analitos.

La deteccion rapida (métodos de barrido) de los residuos de antibioticos,
llamados también inhibidores, se ha basado, tradicionalmente, en la inhibicién
bacteriana de cepas sensibles a antibiéticos e inmunoensayos. Debido a su falta de
especificidad y la excesiva frecuencia de los llamados falsos positivos, se ha planteado
la necesidad de desarrollar y establecer técnicas analiticas sensibles y especificas para la
identificacion y cuantificacion de residuos de antibiéticos, en el que se han centrado las

investigaciones de esta Tesis Doctoral.

El presente trabajo se enmarca dentro de la labor interdisciplinar que el Grupo
de Sensores Optoquimicos y Laboratorio de Fotoquimica Aplicada, perteneciente a los
departamentos de Quimica Analitica y Quimica Organica de la Universidad
Complutense de Madrid, viene desarrollando en el campo de nuevas tecnologias de
analisis con deteccion luminiscente para la determinacién de residuos quimicos,
de particular relevancia tanto en el sector agroalimentario como en el medio ambiente,

eg. micotoxinas, antibidticos, disruptores endocrinos, pesticidas, etc..

Esta Tesis Doctoral se ha realizado en el marco de un Proyecto del V
Programa Marco, subvencionado por la U.E., dentro del area de Calidad de Vida y
Gestion de Recursos Vivos. El proyecto titulado, “Cartridges with molecularly imprinted

recognition elements for antibiotic residues monitoring in milk”> CREAM (Ref. QLK-1999-
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00902) ha tenido como objetivo el desarrollo de cartuchos que utilizan un sistema de
deteccion optico para la monitorizacidon in situ de antibidticos B-lactamicos en
leche, basados en el empleo de polimeros de impronta molecular (MIPs, del inglés

“molecularly imprinted polymers™), como elementos de reconocimiento selectivo.

Con este fin, se plantearon las siguientes tareas:

1. Disefio y sintesis de MIPs para interaccionar con los antibiéticos seleccionados,

trabajo realizado en la Universidad de Lund, dirigido por la Dra. M. Kempe.

2. Disefio de un sistema de detecciéon 6ptico integrado en combinacién con
cartuchos desechables para la medida con MIPs o anticuerpos como elementos de
reconocimiento molecular. Esta tarea se ejecutd en el Instituto de Microtecnologia

de la Universidad de Neuchatel por el grupo del Dr. G.C. Fiaccabrino.

3. Disefo y sintesis de sondas fluorescentes para interrogar la interacciéon analito-
MIP o analito-anticuerpo. Este trabajo se realizé en la Universidad Complutense

de Madrid, dirigido por el Prof. G. Orellana.

4. Caracterizacion analitica del sistema desarrollado y aplicacion al analisis de
antibiéticos en muestras de leche, trabajo realizado en la Universidad Complutense

de Madrid, bajo la direccién de la Prof. M.C. Moreno-Bondi.

Considerando las tareas indicadas anteriormente, los objetivos de la presente

Tesis Doctoral han sido:

1. Caracterizacion fotofisica y fotoquimica de los derivados fluorescentes de

penicilinas para su aplicacion en el analisis de antibidticos.

2. Desarrollo de un fluoroensayo competitivo, basado en el empleo de MIPs,
como elementos de reconocimiento selectivo para el analisis de antibidticos de la

familia de penicilinas en alimentos y medicamentos.
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3. Desarrollo de un fluoroinmunoensayo competitivo, totalmente automatizado,
basado en el empleo de los derivados fluorescentes de penicilinas y anticuerpos
policlonales selectivos a antibiéticos B-lactamicos. Aplicacion del biosensor al

analisis de muestras de leche y medioambientales.

4. Desarrollo de un método cromatografico basado en la técnica de HPLC con
deteccion UV para la determinaciéon de los residuos de antibiéticos B-lactamicos
(amoxicilina, ampicilina, penicilina G, penicilina V, oxacilina, cloxacilina, nafcilina
y dicloxacilina) en muestras biolégicas y medioambientales con el fin de validar los
dispositivos desarrollados. Este objetivo incluye la optimizacién de un método de
extraccion en fase sélida (SPE) para la preconcentracion y limpieza de las muestras

seleccionadas.

La presente Memoria se ha dividido en cuatro Capitulos correspondientes a los
objetivos principales planteados anteriormente. En cada uno de ellos, se recogen los
antecedentes del tema propuesto asi como los objetivos particulares de cada Capitulo y

los resultados mas relevantes obtenidos en cada caso.
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Un aspecto crucial, de cara al desarrollo de nuevos ensayos basados en medidas
Opticas para el analisis de antibidticos, es el diseno de sondas moleculares que
presenten caracteristicas adecuadas para la medida que se pretende realizar. La funcién
de estas sondas serfa actuar como un transductor, convirtiendo la concentracion de

analito en una sefal 6ptica cuantificable.

Las principales caracteristicas que deberfa poseer el marcador ideal se recogen a

continuacion:

e Mostrar unas longitudes de onda analiticas favorables (longitud de onda de absorcién o,
en el caso de que se realicen medidas de fluorescencia, longitud de onda de excitacion
y emision compatibles con las fuentes de luz y con los sistemas de detecciéon mas

asequibles).

o Presentar un coeficiente de absorcion molar elevado o, en su caso, un rendimiento cudntico de
emnision suficientemente grande, a fin de garantizar una sensibilidad elevada y con una

instrumentacion sencilla.

e En el caso de que se realicen medidas de luminiscencia, exhibir un gran
desplazamiento de Stokes, que permita minimizar las interferencias opticas entre la luz de
excitacion y de emision, aumentando la selectividad y sensibilidad del dispositivo y

abaratando sus costes de fabricacion.
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e DPoscer valores adecuados de los pardmetros fisico-quinicos (pka, solubilidad, elevada
constante de unién al material de reconocimiento molecular empleado, etc.).
Asimismo, su detecciéon no debe estar afectada por factores ajenos a la reaccion
quimica de interés, e.g. concentracion y pH del tampodn, naturaleza de la matriz de la

muestra, etc..

o Bl marcador Iuminiscente seleccionado debe disponer de grupos funcionales
adecuados para su wnidn covalente al analito que se desea derivatizar, intentando que las
propiedades fisico-quimicas del compuesto sufran una alteraciéon minima. Es decir,
tanto la sustancia libre como la marcada han de mostrar un comportamiento similar a
la hora de interaccionar con el elemento de reconocimiento selectivo (anticuerpo,

polimeros de impronta molecular, PBPs, etc.) [1].
e Presentar una estabilidad quimica y fotoquimica elevada.

e Ser asequible, con suficiente grado de pureza, a un precio razonable y en cantidades
apreciables, para no encarecer el precio del ensayo, y resultar comercialmente

competitivo.

El disefio de antibiéticos B-lactamicos marcados no resulta sencillo debido
a la alta susceptibilidad del grupo carbonilo de la B-lactama a sufrir un ataque
nucledfilo, lo que se traduce en una elevada sensibilidad a la hidrdlisis. La reactividad
de las penicilinas es incluso superior a la de otros antibiéticos B-lactamicos simples,
como los monobactamicos, debido a la presencia en las primeras de dos anillos

fusionados en su esqueleto basico.

No obstante, aunque un antibiético -lactamico debe ser lo mas estable posible
para poder desarrollar su actividad antibacteriana sin descomposicion, su capacidad
para sufrir ataques nucleoéfilos debe mantenerse intacta, ya que éste es el mecanismo a
través del cual los grupos nucledfilos de la enzima, que regula la biosintesis de la pared
celular microbiana, reaccionan con la 3-lactama. Esta reaccion, que causa la inhibicién
irreversible de la enzima, consiste en la apertura del anillo del antibiético y la acilaciéon

del grupo nucleéfilo del biocatalizador.
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Introduccion

La sintesis de los compuestos B-lactamicos fluorescentes, y mas
concretamente de antibiéticos del grupo de las penicilinas, es un objetivo de maximo
interés, debido al gran ndmero de aplicaciones que presentan estas moléculas. Asi,
dichos conjugados fluorescentes pueden utilizarse para la determinacién de la actividad
enzimatica de las B-lactamasas, para el estudio de proteinas de membrana bacteriana,
para el analisis de medios de fermentacién microbianos o en el desarrollo de métodos
analiticos rapidos y sensibles para detectar cualitativa y cuantitativamente antibiéticos
B-lactamicos (en fluidos de origen biologico, en preparados y formulaciones

farmacéuticas, en alimentos, etc.) [2-12].

Dichos métodos analiticos pueden basarse, si bien no esta limitado a ellos, en
procedimientos cromatograficos, enzimaticos, inmunolégicos o en el uso de

polimeros de impronta molecular (MIPs, del inglés “wolecutarly inprinted polymers™).

Hasta la fecha son pocos los trabajos recogidos en la bibliogratia que describen
la sintesis de tales compuestos luminiscentes, lo que pone de manifiesto la dificultad
sintética que conlleva la preparaciéon de estas estructuras (insolubilidad de los
productos de partida, inestabilidad del anillo B-lactamico, etc.). De hecho, en la
mayoria de los casos, las correspondientes penicilinas fluorescentes no se han aislado ni

purificado, sino que se generan iz situ para su analisis (vide infra).

Algunos de estos trabajos estan basados en la preparacién de derivados
fluorescentes de antibidéticos  [-lactamicos con  orto-ftaldialdehido  [6],
fluorescamina [13] o 9-isotiocianatoacridina [14]|, y se han utilizado para la
determinacién cromatografica de dichos antibidticos. Asimismo, se ha descrito la
preparacion de antibidticos B-lactamicos que incorporan en su estructura complejos
luminiscentes de rutenio (II) para la cuantificaciéon de la actividad de B-lactamasas
[15]. Sin embargo, ninguna de estas publicaciones describe el aislamiento y la
purificacion de los antibiéticos B-lactamicos fluorescentes, sino su generacion zz situ en
una extension desconocida, lo que cuestiona su aplicabilidad en determinados ensayos,
como son aquéllos en los que es imprescindible la cuantificaciéon de los derivados

luminiscentes.
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También se ha descrito la preparaciéon y usos de sustratos para B-lactamasas
dotados simultineamente de una entidad fluorescente y una entidad desactivadora de
la fluorescencia de la molécula [5,9]. Sin embargo, mientras que los sustratos descritos
por estos autores poseen el anillo B-lactamico intacto, la necesidad de mantener la
presencia simultanea de un grupo fluorogénico y del desactivador de su emision, limita
el nimero, la variedad y las aplicaciones de los antibidticos B-lactamicos que se pueden

preparar mediante este procedimiento.

Recientemente, Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, EE.UU) ha comercializado
dos antibioticos B-lactamicos fluorescentes [16], Bocillin™ FL y Bocillin™ 650/665
(ver figura 14), sintetizados a partir de penicilina V y el colorante pirrometénico
BODIPY™ FL (dcido 4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-bora-3a,4 a-diaza-s-indacen-3-propionico) (Aexc
= 502 nm, Aem = 511 nm), compuesto espectralmente similar a la fluoresceina, o un
derivado pirrédlico de éste que desplaza su absorcion y fluorescencia notablemente

hacia el rojo.
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Figura 14. Estructura bésica de los indicadores fluorescentes Bocillin™ FL y Bocillin™ 650/665 y espectros de
absorcion y emision del fluoréforo BODIPY™ FL en metanol.
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Estos derivados, extremadamente fluorescentes, se utilizan en proteémica para
la medida de la actividad enzimatica de B-lactamasas [17,18] y la deteccion de PBPs
[19,20]. Sin embargo, presentan un minimo desplazamiento de Stokes, son muy caros
y, hasta el momento, no se ha descrito ninguna aplicaciéon en la que se utilicen estos

compuestos para la determinacion de antibiéticos B-lactamicos.
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OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS

Como se ha expuesto en el apartado anterior, la sintesis, purificacion y
caracterizacion de antibidticos B-lactamicos altamente fluorescentes es objeto de
maximo interés para gran variedad de aplicaciones. Los métodos analiticos en los que
pueden emplearse éstas moléculas estan basados, sin limitarse a ellos, en
procedimientos cromatograficos, inmunoldgicos, enzimaticos o en el uso de polimeros

de impronta molecular (MIPs).

Uno de los objetivos del proyecto 'CREAM™ era la preparacion y
caracterizaciéon de derivados fluorescentes de los antibidticos [-lactamicos para su
aplicaciéon en el desarrollo de ensayos de tipo competitivo empleando MIPs o

anticuerpos como elementos de reconocimiento selectivo.

Los derivados fluorescentes preparados deben conservar intacta la estructura
molecular caracteristica del antibiético, con el fin de mantener el reconocimiento por
el polimero de impronta molecular, o el anticuerpo, desarrollados a partir de una

estructura B-lactamica intacta y sin marcar.

Los compuestos B-lactamicos fluorescentes propuestos en el marco del
proyecto "'CREAM’ por los miembros del equipo investigador pertenecientes al Dpto.
de Quimica Organica de la Universidad Complutense de Madrid (Prof. G. Orellana),

eran derivados del grupo de las penicilinas, incluyendo amoxicilina, ampicilina y acido
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6-aminopenicilanico que presentaban en su estructura una entidad de tipo pireno o

dansilo (5-(dimetilamino)-1-naftalenosulfonilo) como grupos altamente fluorogénicos.

En consecuencia, los objetivos planteados en este Capitulo de la Tesis

Doctoral se centran en:

1.

Caracterizacion de las propiedades espectroscopicas (espectros de absorcion y
espectros de emision), fotoquimicas y fotofisicas (rendimiento cuantico de
emisién, tiempo de vida de emisién, coeficiente de absorcién molar) de los

conjugados luminiscentes de las 3-lactamas sintetizadas.

Evaluacién de las caracteristicas luminiscentes de una de las sondas sintetizadas,
el dcido [28,5R,6R -3, 3-dimetil-7-0x0-6- [ (piren-1ilacetil)amino |-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptane-2-carboxilico (PAAP) en funciéon de la naturaleza del medio de

medida.

Evaluacion de la actividad antibiotica de los derivados fluorescentes de
penicilinas mediante la medida de la sensibilidad ‘% vitro” de microorganismos

patégenos a antimicrobianos.
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PARTE EXPERIMENTAL 3

3.1. REACTIVOS

3.1.1. DERIVADOS B-LACTAMICOS FLUORESCENTES

a. Derivados de pireno

w Adido [28,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6-| (piren-1ilacetil)amino |- 4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptano-2-
carboxilico, abreviadamente PAAP [21].

w Addo  [28,5R,6R]-3,3~dimetil-7-0x0-6-({ (2R )-2-feril-2- | (piren-1-ilacetil)amino]etanoil s aming)4-
tia-1-azabiciclo[3.2.0 |heptano-2-carboxilico, abreviadamente PAAM |[21].

n  Acido [25,5R,6R]-6-{] (2R )-2-amino-2-(4-hidroxifenil)etanoil]amino } -3, 3-dimetil-7 -0x0-4-tia-
1-azabiciclo[3.2.0 |heptano-2-carboxilico, abreviadamente PAAX [21].

w  Adido [25,5R,6R]-3,3-dimetil-7-050-6-|A-piren-1ilbutanoilamino ) [4-tia-1-azabiciclo[3.2.0 [ heptano-
2-carboxilico, abreviadamente PBAP [21].

n Adido [28,5R,6R]-3,3-dimetsl-7-0x0-6-({ (2R )-2-fenil-2-| (piren-1-ilbutancil)amino Jetanoil yamino)4-
tia-1-azabiciclo|3.2.0 | heptano-2-carboxilico, abreviadamente PBAM [21].

b. Derivados de dansilo

w Addo  [25,5R,6R]-6-{ [(5-(dimetilamino)-1-naftil] sulfonil s amino-3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-
azabiciclo[3.2.0 [heptano-2-carboxilico, abreviadamente DAP.
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w Adido  [25,5R,6R]-6-{ [(5-(dimetilaming)-1-nafiil]sulfonil s amino-2-feniletanoilJamino-3,3-dimetil-7 -
oxo-4-tia-1-azabiciclo|3.2.0 | heptano-2-carboxilico, abreviadamente DAM.

3.1.2. REACTIVOS Y DISOLVENTES GENERALES

a. Disolventes orgdnicos

= Metanol, 99.8% para HPLC (SDS).
s Acetonitrilo, > 99.8% para HPLC (SDS).
= Diclorometano, 99.8% para HPLC (SDS).

b. Reactivos para Ia preparacion de disoluciones reguladoras

s Monohidrégenofostato sédico, 99% p.a. (Aldrich).
» Dihidrégenofostato sédico, 99% p.a. (Aldrich).
»  Acido fosférico, ca. 85% (Fluka).

c. Otros reactivos

» Hidréxido sédico, 99% p.a. (Merck).
s Acido clorhidrico, 35% p.a. (Panreac).
»  Agua purificada Milli-Q (Millipore).

d. Gases

= Oxigeno N-40, 99.990% (Air Liquide).
»  Nitrégeno C-55, 99.9995% (Carburos metalicos).

3.2. INSTRUMENTACION ANALITICA

3.2.1. ESPECTROFOTOMETROS Y FLUORIMETROS

n Espectrofotometro Varian modelo Cary-3 Bio para la realizacion de espectros
de absorbancia (UV-vis) conectado a un ordenador para la adquisicion, tratamiento de

datos y control del instrumento.
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n Espectrofluorimetro Horiba-JY modelo SPEX Fluoromax-2 provisto de una
lampara de arco de xenon (150 W) como fuente de excitacion y un tubo
fotomultiplicador R928P, de respuesta extendida al rojo. Ademas, el fluorimetro
dispone de un compartimento termostatizado de cubetas con agitador magnético. El
instrumento esta conectado a un ordenador para la adquisicién y tratamiento de datos
empleando el software original Datamax  Spectroscopy-Std  version  2.20 (Galactic

Instruments, Salem, NH).

n Espectrofluorimetro Perkin-Elmer modelo LS-50B provisto de una lampara
pulsada de xenon (10 ps anchura de pulso, 50 Hz) como fuente de excitaciéon y un
fotomultiplicador Hamamatsu R-928, de respuesta extendida al rojo, con alimentaciéon
fijada en 775 V. El instrumento esta conectado a un ordenador para almacenamiento y
tratamiento de datos. El control de temperatura ( 0.5 °C) se lleva a cabo mediante un

bafio termostatico Polyscience 9015.

n Espectrofluorimetro para medidas de emision con resolucion temporal por
conteo de fotones correlacionados con el tiempo, TC-SPC (Edinburgh
Analytical Instruments FL-900) equipado con una lampara de descarga pulsada en
nitrégeno a baja presion (0.3 bar) y una separacion entre electrodos de 1.5 mm. El
instrumento incluye un fotomultiplicador Hamamatsu R-955, de respuesta extendida al
rojo (190 — 850 nm), enfriado con un sistema peltier a -25 °C. El control del
instrumento, la adquisicién de datos y su analisis se realiza con un ordenador
empleando el programa suministrado por Edinburgh Instruments (versiéon 3.30) que
permite la determinacién de los tiempos de vida de emision mediante ajuste de los
datos experimentales a un modelo exponencial o suma de exponenciales, empleando

un algoritmo no lineal de tipo Marquardt, con o sin deconvolucién de la respuesta

instrumental (ca. 1 ns FWMH) [22].

La figura 12 muestra una fotografia de algunos de los instrumentos descritos

anteriormente.
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Figura 15. (a) Espectrofotémetro Varian modelo Cary-3 Bio, (b) Espectrofluorimetro Horiba-JY modelo SPEX
Fluoromax-2, (c) Espectrofluorimetro Perkin-Elmer modelo LS-50B.

3.2.2. CROMATOGRAFIA

Las medidas se han llevado a cabo con un cromatégrafo de liquidos Agilent

1100 LC (Agilent Technologies) que se compone de:

m Sistema de bombeo cuaternario HP 1100, con bomba de doble piston en serie que
proporciona un caudal entre 0.2 — 10 mL min-1.

m  Detector de fluorescencia de sefial multiple de rapido escaneado en linea (FLD)
HP 1100, con lampara de xenon (5 — 20 W) y frecuencia de pulso 296 Hz (74 Hz para
modo espectral). Célula de flujo de silice fundida con volumen de 8 ulL y 20 bar de

presién maxima admisible.
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m Sistema de inyecciéon automatico termostatizado HP 1100, con un intervalo de
volumen de inyecciéon 0.1 — 100 uL y equipado con un muestreador con capacidad
para 100 viales de 2 mL y control de temperatura desde 4 a 55 °C.

m Desgasificador HP 1100, con un caudal maximo 10 mL min'! por canal y volumen
interno 12 mL por canal.

m Termostatizador de columna HP 1100, con intervalo de temperatura desde 10 °C

por debajo de la temperatura ambiente hasta 80 °C (£ 0.8 °C).

m  Columna cromatografica Phenomenex LUNA® Cis (2), 5 um, 4.6 x 150 mm.

m Precolumna Agilent compuesta por un soporte de cartucho, cartucho Eclipse™
XDB-C8, 5 pm, 4.6 x 12.5 mm y un capilar de conexioén a columna.

s Ordenador provisto del programa HP ChemStation Rev A.09.03 [682] Copyright®

Hewlett Packard Company que incluye la interfaz de usuario "Method & Run

Control’y el procesador de datos "Data Analysis’”.

3.2.3. OTROS INSTRUMENTOS Y MATERIALES

m Bano termostatico Polyscience® 9015, con control digital de temperatura (+ 0.5
°C).
m pH-metro Orion 710A dotado de un electrodo combinado de vidrio.

m Balanzas analiticas (Sartorius), con 0.1 mg de sensibilidad y Mettler AT261
DeltaRange®, con 0.01 mg de sensibilidad.

s Cubetas de cuarzo Hellma® modelo 111-QS, de 10 x 10 mm de paso optico.

m Bafio de ultrasonidos (P-Selecta).

m Filtrador de disolventes (Afora).

m  Agitador magnético termostatizado (Ikamag Ret).

m Termoémetro.

»  Material analitico de calidad contrastada.

m  Micropipetas (Biohit) regulables de émbolo capilar de volumen maximo 50, 100,

200, 500 y 1000 pL.

111



Desarrollo y caracterizacion de derivados fluorescentes de penicilinas

» Sistema de purificacion de agua milli-QQ de Millipore.

» Filtros de PTFE, modelo Millex-FG (Millipore, 13 mm, tamafio de poro 0.20 um).
m Programa de tratamiento y procesado de datos Sigma Plot 8.0, SPSS (2002) y
Microsoft Excel, Microsoft (2003).

m Programa de modelizacion molecular Chem 3D Ultra 8.0, Cambridge Soft
Corporation (2003).

3.3. PROCEDIMIENTOS DE MEDIDA

3.3.1. MEDIDAS DE INTENSIDAD DE LUMINISCENCIA

Las medidas de intensidad de luminiscencia y la determinacién de las longitudes
de onda de excitacién y emisiéon maximas se han llevado a cabo empleando el
espectrofluorimetro Horiba-]Y modelo SPEX Fluoromax-2 (apartado 3.2.1. de esta
Parte Experimental) y una cubeta de cuarzo, en la que se introduce una disolucion de

sonda fluorescente de concentracion adecuada.

Las medidas de luminiscencia se han realizado excitando a la longitud de onda

correspondiente al maximo de la banda de absorcién de las sondas fluorescentes.

3.3.2. MEDIDAS DE LUMINISCENCIA CON RESOLUCION TEMPORAL

La cinética de extincion de la luminiscencia de los derivados B-lactamicos
fluorescentes se ha determinado mediante la técnica de TC-SPC empleando el

fluorimetro Edinburgh Instruments FL-900 (apartado 3.2.1. de esta Parte
Experimental). Se selecciona una Aexe de 337 nm (40 Hz), correspondiente a uno de
los maximos de excitacién de la lampara de Nz, y una Aem maxima correspondiente a

cada una de las sondas fluorescentes. La temperatura se ha mantenido a (20 £ 0.5) °C

durante todos los experimentos.
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3.3.3. CALCULO DEL RENDIMIENTO CUANTICO DE EMISION DE
LUMINISCENCIA (@ep)

Este parametro se ha determinado mediante el método de Parker & Rees que
relaciona el rendimiento cuantico de emisién de un fluoréforo patrén (@em)par con el
rendimiento cuantico de emisién de la sustancia luminiscente cuya magnitud se desea
cuantificar (@em)anal, siempre que la emisiéon de ambos tenga lugar en un intervalo

espectral similar.

Los espectros de absorcion y emision se adquieren en las mismas condiciones
con disoluciones Opticamente diluidas (Aexe = 0.05 u.a.) de ambas especies.

Finalmente, el rendimiento cuantico de emision se calcula mediante la expresion [23]:

2

AL S

(®em )anal = (®em )pat A P Sanal {Irllanal J (1)
pat

anal pat

donde A es la absorbancia de las disoluciones a la longitud de onda de excitacion, S es
el area bajo la curva de fluorescencia y n es el indice de refraccion, en el caso de que el

patron y el analito de interés deban medirse en diferentes disolventes.

Los fluor6foros que se han utilizado como patrones de referencia con

rendimientos cuanticos de emisiéon conocidos son el pireno (Aldrich, +99%,
recristalizado dos veces en metanol y sublimado, @em = 0.62 en acetonitrilo [24]) y el

acido 5-dimetilamino-1-naftaleno sulfénico hidratado (Aldrich, @.m = 0.36 en

NaHCO5 0.1 mol L1 [25]).
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3.3.4. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LOS DERIVADOS FLUORESCENTES
B-LACTAMICOS

Mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-FLD)

Para la determinaciéon y evaluaciéon cuantitativa de la estabilidad de una
disolucion de sonda fluorescente PAAP, se inyecta en la columna analitica un volumen
de 10 pL de la disolucién de la sonda en el disolvente ensayado, utilizando un inyector

automatico termostatizado a 10 °C.

La separacion se realiza en modo isocratico mediante una columna
Phenomenex LUNA® Cig (2), 5 pm, 4.6 x 150 mm, utilizando como fase movil la
mezcla binaria acetonitrilo-agua (acido fosférico 0.08%, pH 2) (45:55, v/v). La
temperatura de la columna se mantiene a 35 °C y el caudal se fija en 1 mL min'!. La

deteccion se efectia empleando una Aexe = 340 nmy Aem = 396 nm.
La identificacion se realiza:

e Por comparacién de los tiempos de retenciéon con los obtenidos para los patrones
de compuestos analogos inyectados individualmente en las mismas condiciones

cromatograficas.

e Mediante comparacion del espectro de emision del pico cromatografico con los de
otros compuestos fluorescentes de tipo pireno. Ademas, se realiza un control de

pureza del pico cromatografico.

3.4. MODELIZACION MOLECULAR

La conformacién tridimensional de minima energia de las penicilinas
fluorescentes se ha determinado mediante mecanica molecular (MM?2) seguida de
dinamica molecular y minimizacion de energfa por el método semiempirico MOPAC y

campo de fuerzas AMI.
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3.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS
DERIVADOS FLUORESCENTES DE PENICILINAS

La determinacién de la actividad antibiética de las sondas fluorescentes se ha
realizado empleando la técnica de la difusién en agar, utilizando tres
microorganismos grampositivos diferentes:  Micrococcus  lutens,  Bacillus — subtilis y
Staphylococens anrens. El estudio microbioldgico lo ha realizado la Profesora Dr. Josefina
Rodriguez de Lecea, perteneciente al Dpto. de Microbiologia 111 de la Facultad de CC
Biologicas de la Universidad Complutense de Madrid.

Micrococcus Iuteus ATCC 9341 y Bacillus subtilis BGA son los
microorganimos tipo utilizados en la técnica de cribado de las cuatro placas (Bogaerts
y Wolf, 1980) [20] para la deteccion de residuos de antibidticos en diversos tipos de
muestras (alimentos, tejidos, productos zoosanitarios, etc.). Concretamente, M. /Juteus
ATCC 9341 es el microorganismo de eleccion para la determinacion de antibidticos -
lactamicos. Por otra parte, Staphylococcus aureus es una bacteria presente en la
microbiota humana, que puede dar lugar a diversos sintomas clinicos, por infecciéon o
por intoxicacion. Su presencia en alimentos puede originar la produccién de toxinas

que, al ser ingeridas, ocasionan una intoxicacion alimentaria caracteristica.

Para la realizacion del ensayo se ha seguido el procedimiento estandarizado que

se describe a continuacion [27].

Se cultivan las tres cepas de forma individual durante 24 horas, en solucién
estéril a 37 °C, empleando TSA (agar triptona soja) como medio de cultivo. A
continuacién se prepara una suspension densa, equivalente al N° 5 de la escala de Mc
Farland, y se realiza una siembra por inundaciéon. En ella se aplican, por duplicado,
discos de papel impregnados en disoluciones acuosas (10 pg mL-1) de las penicilinas
fluorescentes ensayadas. Como control se preparan, al mismo nivel de concentracion,
discos conteniendo penicilina G, ampicilina, amoxicilina y el marcador fluorescente

acido pirenoacético.
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Finalmente, las placas se incuban a 37 °C durante 24 h. La lectura e
interpretacion de los datos se realiza mediante la medida y comparaciéon de los
diametros de los halos de inhibicién producidos por cada uno de los compuestos

ensayados con los obtenidos con los antibidticos de referencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los aspectos mas atractivos de la luminiscencia es su sensibilidad
inherente, con limites de detecciéon que son a menudo tres 6rdenes de magnitud mas
pequefios que los obtenidos empleando espectroscopia de absorcion. Otra ventaja de
los métodos luminiscentes es su elevada selectividad, significativamente superior a la
encontrada en los métodos de absorcion. Estas fueron algunas de las razones que
favorecieron la eleccién de un marcador luminiscente para el desarrollo del ensayo

propuesto en el proyecto "CREAM".

Los analogos B-lactamicos fluorescentes empleados en esta Tesis Doctoral son
derivados de las penicilinas, incluyendo amoxicilina, ampicilina y el acido 6-
aminopenicilanico, que incorporan en su molécula un grupo pireno o dansilo

fuertemente fluorogénicos.

Los compuestos marcados fueron sintetizados en el Dpto. de Quimica
Organica de la Universidad Complutense de Madrid, procediéndose a su

caracterizacion y aplicacion en el marco del presente trabajo de investigacion.

Las caracteristicas mas relevantes de los nuevos conjugados fluorescentes se

detallan en los siguientes apartados.
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4.1. ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS FLUORESCENTES DERIVADOS
DE UN FLUOROFORO DE TIPO PIRENO

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs, del inglés “polynuclear aromatic
hydrocarbon™), son una clase amplia de compuestos que presentan una estructura
aromatica extendida, constituida por tres o mas anillos aromaticos que pueden estar

unidos linealmente, angularmente o bien condensados.

Dependiendo del compuesto en particular, la banda de absorciéon puede estar
situada en la zona del UV o visible del espectro electromagnético, y la banda de

emisién alrededor de 400 nm, con desplazamientos de Stokes pequefios o moderados.
Los rendimientos cuanticos de fluorescencia suelen ser elevados (@em > 0.5) y los

tiempos de vida de emisiéon (7) son relativamente largos (50 — 400 ns) comparados
con los que presentan la mayoria de fluoréforos organicos. Se trata de compuestos de
gran estabilidad quimica, siendo menos estables desde el punto de vista fotoquimico ya

que pueden sufrir fotoxidacion o fotodegradacion.

Los PAHs, en particular el pireno y sus derivados, se encuentran disponibles en
el mercado a precios razonables y se utilizan como sondas fluorescentes en un gran
namero de aplicaciones [28-31]. Por ejemplo, se ha elaborado una escala de polaridad
de varios disolventes en funcién del espectro de emision del pireno cuando se disuelve
en cada uno de estos medios [32]. Esta aplicacion es posible debido a la correlacion
entre el acoplamiento vibrénico de los estados electronicos excitados s1 y s2 que
muestra el pireno y la escala empirica de la polaridad basada en este fluoréforo. La
naturaleza dipolar del disolvente determina el grado de generacién, en la molécula de
pireno, de un momento dipolar inducido por distorsiones vibracionales de la
coordenada nuclear de simetria bs,. Ello se manifiesta en una variacion de la intensidad
relativa de las diferentes bandas que constituyen la estructura fina de la emisiéon del

pireno, en funcién de la polaridad del medio circundante [33].

Basandose en el mismo principio y en su naturaleza hidréfoba, estos

compuestos se han utilizado para el estudio de los distintos microentornos existentes
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en matrices poliméricas de fases estacionarias cromatograficas. Asimismo, se han
empleado para la caracterizacioén de zeolitas, evaluacion de las interacciones polimeros-
surfactantes y la caracterizacion de ARN y ADN [34,35]. También se han utilizado
derivados del pireno y perileno en la construccién de optodos para la medida de
oxigeno molecular, gracias a la eficaz desactivaciéon que éste gas produce en el

indicador luminiscente [30].

Algunas de las ventajas que hacen de los derivados de pireno unos excelentes
candidatos para el marcaje fluorescente de antibidticos [B-lactamicos, sin que sus
propiedades fisicoquimicas difieran significativamente de la B-lactama original, son: su
estructura compacta (en comparacion con otros hidrocarburos aromaticos) y la ausencia de
grupos  funcionales de naturaleza idnica o ionizable (caracteristica nada deseable para

marcadores luminiscentes que han de trabajar en medio organico).

Sin embargo, su utilizaciéon conlleva a su vez una serie de inconvenientes como
son los efectos adversos que provocan en el organismo (irritaciéon en mucosidades, piel
y sistema respiratorio). Ademas algunas de estas sustancias, como por ejemplo el
benzo(a)pireno, se ha demostrado que poseen actividad cancerigena. No obstante,
dada la extremada sensibilidad fluorescente que proporciona este tipo de compuestos,
las cantidades normalmente utilizadas son del orden del pmol, nivel muy por debajo de

los valores que podrian afectar a la salud del operario.

Finalmente destacar que, aunque sus caracteristicas espectroscopicas (bajas
longitudes de onda de absorcién y emision) pudieran suponer un obsticulo a la hora
de disponer de instrumentaciéon sencilla y barata, afortunadamente en la actualidad
existen fuentes pulsadas de bajo consumo capaces de excitar, con suficiente intensidad,
a bajas longitudes de onda (e.g. lamparas pulsadas de descarga en xenon) y diodos

emisores de luz de bajo coste que permitirfan la fabricacién de equipos comerciales.

A continuaciéon se van a describir los antibiéticos B-lactamicos fluorescentes
desarrollados que se han utilizado en la presente Memoria. Los derivados marcados se
han sintetizado, en todos los casos, a partir de los acidos 7-pirenoacético (PyCH2COOH)

y 1-pirenobutirico (Py(CH2);COOH) [21].
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4.1.1. DERIVADOS DEL ACIDO 1-PIRENOACETICO

Acido  [2S,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6-[(piren-lilacetil)amino]-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]
heptano-2-carboxilico (PAAP)

C26H2204N2S PM 458 g mol'!

Figura 16. Estructura tridimensional del PAAP.

e EIPAAP se ha sintetizado a partir del dezdo G-aminopenicilanico (6-APA) comercial.

e Es un sdlido cristalino, amarillo palido, con un punto de fusiéon de 148 °C,

temperatura a la cual descompone.

e Soluble en medio acuoso (pH > 2.5) y disolventes organicos (acetonitrilo, metanol,

éter etilico, etc.).
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Acido [2S,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6-({(2R)-2-phenil-2-[(piren-1-ilacetil) amino]etanoil}
amino)-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] heptano-2-carboxilico (PAAM)

C34H29035N3S PM 591 g mol!

1-PyCH,CO,

Figura 17. Estructura tridimensional del PAAM.

o EIPAAM se sintetiza a partir del antibidtico ampicilina (AMPI).

e Es un sélido amarillo, con un punto de fusién de 142 °C, temperatura a la cual

descompone.

e Soluble en medio acuoso (pH > 2.5) y disolventes organicos (acetonitrilo, metanol,

éter etilico, etc.).

121



Desarrollo y caracterizacion de derivados fluorescentes de penicilinas

Acido  [2S,5R,6R]-6-{[(2R)-2-amino-2-(4-hidroxifenil)etanoil]amino}-3,3-dimetil-7-oxo-
4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxilico (PAAX)

C34H290N3S PM 607 g mol-!

1-PyCH,CO,

Figura 18. Estructura tridimensional del PAAX.

e ElPAAX se sintetiza a partir del antibiotico amoxicilina (AMOX).

e Es un solido amarillo palido, con un punto de fusién de 159 °C, temperatura a la

cual descompone.

e Soluble en medio acuoso (pH > 2.5) y disolventes organicos (acetonitrilo, metanol,

éter etilico, etc.).
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4.1.2. DERIVADOS DEL ACIDO 1-PIRENOBUTIRICO

Acido  [28,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6-[(4-piren-Tilbutanoiljamino]-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]
heptano-2-carboxilico (PBAP)

C28H2604N2S PM 486 g mol!

e OAPA

cH,

L : / CH3§
1-Py(CH,),CO, @) E: ooH

Figura 19. Estructura tridimensional del PBAP.

o El PBAP se sintetiza a partir del dcido 6-aminopenicilanico (6-APA) comercial.

e Es un sélido amarillo palido, con un punto de fusién de 89 °C, temperatura a la

cual descompone.

e Soluble en medio acuoso (pH > 2.5) y disolventes organicos (acetonitrilo, metanol,

éter etilico, etc.).
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Acido  [2S,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6-({(2R)-2-fenil-2-[(piren-1-ilbutanoil)amino]etanoil}
amino)-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] heptano-2-carboxilico (PBAM)

C36H3305N3S PM 619 g mol!

1-Py(CH,),CO,

./
» F
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Figura 20. Estructura tridimensional de PBAM.

e EIPBAM se sintetiza a partir del antibiotico ampicilina (AMPI).

e Es un solido amarillo palido, con un punto de fusién de 137 °C, temperatura a la

cual descompone.

e Soluble en medio acuoso (pH > 2.5) y disolventes organicos (acetonitrilo, metanol,

éter etilico, etc.).
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4.2. ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS FLUORESCENTES DERIVADOS
DE UN FLUOROFOQORO DE TIPO DANSILO

Uno de los grupos cromoéforos mas ampliamente utilizado en la preparacion de
marcadores fluorescentes es el dansilo, en particular el cloruro de dansilo (cloruro de 5-

(dimetilamino)-1-naftalenosulfonilo), desarrollado por Weber en 1952.

El cloruro de dansilo absorbe en la regiéon del UV (longitud maxima de
absorcion ca. 340 nm) en una banda que presenta una anchura a mitad de altura

FWMH, del inglés “Full Width at Middle Height”) de 80 nm. Presenta, en medio
organico, una fuerte emisién a ca. 525 nm, con un rendimiento cuantico de emision de
fluorescencia elevado (@em ~ 0.4) y con un tiempo de vida de emisioén relativamente
corto (> 10 ns). La intensidad de fluorescencia es fuertemente dependiente de la
polaridad del microentorno, siendo muy inferior en medio acuoso debido al caracter

de transferencia de carga intramolecular de su estado electrénico excitado.

Su uso mas extendido es en el campo de la bioquimica de péptidos vy
aminoacidos [37] en la que puede utilizarse para la identificacion de residuos
peptidicos N-terminales. Ademas, se ha aplicado satisfactoriamente como reactivo
derivatizante para la determinacién, a nivel de trazas, de numerosas sustancias, e.g.
productos farmacolégicos no fluorescentes [38,39], aminas [40], aminoacidos [41],

oligopéptidos y proteinas.

Asi, por ejemplo, Moret y col. [42] han analizado aminas biogénicas
(catecolaminas e indolaminas) en muestras vegetales (tomates, espinacas, etc.) tras una
reaccion de derivatizaciéon previa con cloruro de dansilo y o-ftaldehido. La
determinacion se realiza mediante HPLC-UV. Tras la comparacién de los resultados
obtenidos mediante ambos procedimientos de derivatizacion, aplicados a los mismos
extractos, se ha demostrado que el marcador dansilo es mas adecuado que el o-
ftaldehido, ya que permite obtener menores tiempos de retenciéon y puede aplicarse a

la determinacion de un mayor nimero de aminas.
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El cloruro de dansilo es una buena alternativa para la preparaciéon de analogos
fluorescentes de antibiéticos B-lactamicos ya que éstos se pueden sintetizar a través de
una reaccion directa del fluoréforo con el grupo amino libre del 6-APA o de aquellos
antibidticos que posean dicho grupo funcional en su estructura (e.g. amoxicilina,

ampicilina).

A continuacion se presentan los antibidticos B-lactamicos fluorescentes que han
sido sintetizados a partir del deido G-aminopenicilanico (6-APA) y la penicilina dibasica

ampicilina (AMPI) para su caracterizacion y aplicacion en la presente Tesis Doctoral.
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Acido  [2S,5R,6R]-6-{[(5-(dimetilamino)-1-naftilJsulfonil}amino-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-
1-azabiciclo[3.2.0] heptano-2-carboxilico (DAP)

C20H2305N3S82 PM 449 g mol!

S SO, 6-APA

\ ‘ .y HoH 5

‘. Nel :-S

;/N /S\/ \><CH3
0~ 0. /—N-/ "CH,
-0 B
| . COOH
o

Figura 21. Estructura tridimensional del DAP.

o EIDAP se sintetiza a partir del dcido 6-aminopenicilanico (6-APA).

e Es un so6lido amarillo palido, con un punto de fusién de 139 °C, temperatura a la

cual descompone.

e Soluble en medio acuoso (pH > 2.5) y disolventes organicos (acetonitrilo, metanol,

éter etilico, etc.).
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Acido  [28,5R,6R]-6-{[(5-(dimetilamino)-1-naftilJsulfonil}amino-2-feniletanoiljamino-3,3-
dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] heptano-2-carboxilico (DAM)

CosH300O6N4S2 PM 582 g mol!

Dansilo

Figura 22. Estructura tridimensional de DAM.

e FEIDAM se sintetiza a partir del antibiotico ampicilina (AMPI).

e Es un solido amarillo, con un punto de fusiéon de 154 °C, temperatura a la cual

descompone.

e Soluble en medio acuoso (pH > 2.5) y disolventes organicos (acetonitrilo, metanol,

éter etilico, etc.).
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4.3. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LOS DERIVADOS
FLUORESCENTES DE PENICILINAS

La caracterizacion espectroscopica de los derivados fluorescentes de penicilinas
sintetizados se ha realizado empleando las técnicas de espectroscopia de absorcion y

emision de luminiscencia, tanto de estado estacionario como con resolucion temporal.

4.3.1. ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS FLUORESCENTES DERIVADOS DEL
FLUOROFORO DE TIPO PIRENO

La fluorescencia mas intensa y de mayor utilidad analitica es la que presentan

los compuestos que contienen grupos funcionales aromaticos con transiciones T —> 1T*

de baja energfa.

La mayoria de los hidrocarburos aromaticos no sustituidos son fluorescentes en
disolucién. El pireno y sus derivados se encuentran entre los compuestos organicos
fluorescentes mas tipicos, caracterizados estructuralmente por un sistema conjugado

de anillos aromaticos condensados que favorece su eficacia cuantica.

Otros factores que afectan positivamente a la fluorescencia de las moléculas
organicas son: el aumento de la rigidez conformacional (que dificulta la conversion
interna y, por consiguiente, disminuye la eficiencia del proceso de desactivaciéon no
radiativa), la planaridad del sistema conjugado T y la existencia de sustituyentes en la
molécula, especialmente los de caracter fuertemente electroatractor o electrodador

(que no se da en las estructuras sintetizadas).

En la figura 23 se muestran los espectros de absorcion y de fluorescencia de los

nuevos derivados de tipo pireno de penicilinas, en acetonitrilo y CH2Cl..
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Figura 23A. Espectros de absorcion (1.1 — 84 pmol L) y espectros de fluorescencia (- excitacion; — emision)
(3.4 — 71 umol L™) a 25 °C: (a) PAAP, (b) PAAM, (c) PAAX. Espectros de emision sin corregir por la respuesta
instrumental, A, = 342 nm. Las medidas de absorbancia se realizaron en acetonitrilo y las de fluorescencia en
CH,CI, y equilibrada al aire.
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Figura 23B. (a) PBAP, (b) PBAM. Ver figura 23A.

A partir de los espectros de absorcion se puede observar el perfil estructurado
de las bandas de vibracién de las penicilinas y derivados fluorescentes conjugados con

el marcador pireno.

Los espectros de emisioén se midieron a temperatura ambiente en acetonitrilo y
CH2Cl, para concentraciones comprendidas entre 3.4 — 71 umol I, observando el

espectro caracteristico de emision del fluoréforo pireno.

Los espectros de absorciéon y de emisiéon son practicamente una imagen
especular uno del otro, ya que las diferencias de energfa vibracional para los estados

electréonico fundamental y excitado son similares [43]. Asimismo, se aprecia que el
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desplazamiento de Stokes de la banda de fluorescencia es de ca. 30 nm, muy superior

al presentado por los derivados comerciales Bocillin™ y Bocillin 650/665.

En la tabla 15 se recogen los datos espectroscopicos mas importantes de los

nuevos derivados B-lactamicos preparados.

Tabla 15. Caracteristicas espectroscopicas y fotofisicas de los derivados f-lactdmicos de tipo pireno
en acetonitrilo a 25 °C.

ﬂl?oif:sgr?te by nm® (g, Lmol'cm™) A ™, nm D" 7, ns°
PAAP 342 (36800) 376 0.89 +£0.07 254+7
PAAM 342 (37400) 376 0.94+0.07 263*8
PAAX 342 (34800) 374 0.90 £ 0.07 246+ 7
PBAP 342 (30800) 374 0.75+0.07 207=*6
PBAM 342 (32400) 375 0.77 £ 0.07 198t 6

“Error: 1 nm. Ervor: £ 100 L ol eni”.
"Obtenido a partir del estindar de pireno purificado en acetonitrilo (®,, = 0.62).

em

‘Determinados mediante la técnica TC-SPC en disolucion desoxigenada mediante desplazamiento con argon (30 min).

Los valores de los rendimientos cuanticos de emision (@) y de los tiempos

de vida de emisién (7) de estas moléculas a una temperatura de 25 °C y en ausencia de

Oz se recogen también en la tabla 15.

El rendimiento cudntico de fluorescencia o de fosforescencia es simplemente la
relacion entre el nimero de moléculas que emiten luminiscencia por unidad de tiempo
respecto al nimero total de moléculas excitadas (fotones absorbidos) por unidad de
tiempo. Para las moléculas altamente fluorescentes como la fluoresceina o el
difenilantraceno, @em se aproxima a la unidad bajo ciertas condiciones. Las especies
quimicas que no son fluorescentes de manera apreciable tienen valores de @em que se

aproximan a cero.

Como puede observarse en la tabla 15, los @em obtenidos son elevados (= 0.75)

y de acuerdo con los valores habituales que se consiguen con este tipo de marcadores,
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lo que determinara una importante sensibilidad del método analitico que se desarrolle

a partir de ellos.

Por otro lado, todos los derivados sintetizados presentan tiempos de vida de
emision elevados (= 200 ns), al igual que se observa en el caso del pireno libre. Esta

particularidad tiene su origen en el caracter relativamente prohibido de la transicién

electronica entre los dos estados singletes de menor energia (S1—> So) [44].

Finalmente destacar que los derivados B-lactamicos fluorescentes de tipo
pirenoacético (PAAP, PAAM y PAAX) muestran mayores rendimientos cuanticos de
emision (ca. 0.90) y mayores tiempos de vida de emision (ca. 250 ns) que sus analogos
derivados del marcador de tipo pirenobutirico (PBAP y PBAM). Este hecho podria ser
consecuencia de una menor movilidad conformacional de los primeros que dificulta la
conversion interna desde Sia Sp. I.a mayor flexibilidad de la cadena trimetilénica de los
derivados del acido pirenobutirico incrementaria la eficiencia del proceso de relajacion

del estado excitado, por conversion externa, disminuyendo la contribucion de la
desactivacion radiativa. El valor similar de las relaciones zpa/ o8 y @pa/ @ps (~ 1.25)
indicarfa que la velocidad del proceso radiativo de desactivacion es similar en los
sistemas pirenoacético (PA) y pirenobutitico (PB) (@ = 7/ n®), lo cual esta de acuerdo

con el analogo caracter electronico de las cadenas alifaticas unidas al sistema pireno.

4.3.2. ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS FLUORESCENTES DERIVADOS DEL
FLUOROFORO DE TIPO DANSILO

El cloruro de dansilo es un compuesto utilizado habitualmente como marcador
fluorogénico. Un aspecto importante que caracteriza su fluorescencia es la variacion
que experimenta la longitud de onda de emisién con la polaridad del disolvente.
Ademas, el rendimiento cuantico de emisién de este fluoroéforo se incrementa a
medida que disminuye la polaridad del disolvente (e.g. su intensidad de fluorescencia

es 10 veces mayor en hexano que en agua).
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El efecto del disolvente sobre la luminiscencia de ciertas moléculas tiene
importancia sobre todo en compuestos fluorogénicos que presentan elevados
momentos dipolares en el estado excitado por la transferencia de carga intramolecular.
Un aumento de la polaridad del disolvente provoca un desplazamiento batocromico de

las bandas de absorcion y de emision.

Otros factores que afectan a sus caracteristicas fluorogénicas son la presencia de

especies desactivadoras de la fluorescencia y el pH del medio.

En la figura 24 se muestran los espectros de excitacion y de emisiéon de
fluorescencia del DAP y del DAM registrados a temperatura ambiente en ausencia de
oxigeno molecular y utilizando como disolventes acetonitrilo y diclorometano.
Asimismo, en la tabla 16 se recogen los datos espectroscépicos mas relevantes

obtenidos para estas moléculas.

Tabla 16. Caracteristicas espectroscopicas de los derivados f-lactamicos dansilados en acetonitrilo a
25 °C.

Derivado max a - - max <
fluorescente A, nm* (&, Lmol’ cm™) A ™, nm @, 7, ns

DAP 341 (40500) 520 0.39 £0.01 21£2

DAM 339 (42100) 522 0.43 £ 0.01 22+2

“Error: 1 nm. Ervor: 100 mol” L cn”.
"Obtenido a partir del estindar de dcido 5-dimetilamino-1-naftaleno sulfonico hidratado en NaHCO; 0.1 mol 1. (Aldrich,

@,= 0.36).

o

‘Determinados mediante la técnica TC-SPC en disolucion desoxigenada mediante desplazamiento con argon (30 min).

Los rendimientos cuanticos de emisiéon calculados para ambas especies (ver
tabla 16) son inferiores a los encontrados para las [-lactamas marcadas con el
fluorégeno de tipo pireno como corresponde a las diferencias entre ambos
marcadores. Por otro lado, los tiempos de vida observados, entorno a 22 ns, son los

habituales para el fluoréforo aislado en diferentes disolventes organicos.
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Figura 24. Espectros de absorcién (5.0 — 28 pmol L™) y espectros de fluorescencia (- excitacién; —emision) (31
— 57 umol L™) a 25 °C: (a) DAP (Aexe = 350 nm), (b) DAM (Aexe = 342 nm). Espectros de emision sin corregir

por la respuesta instrumental. Las medidas de absorbancia se realizaron en acetonitrilo y las de fluorescencia
en CH,CI, y equilibrada al aire.

En los espectros que se muestran en la figura 24, se observa la banda de
emision de fluorescencia en la region del verde del espectro electromagnético con un
unico maximo de luminiscencia a 527 nm y 522 nm para el DAP y DAM,
respectivamente. También se aprecia el importante desplazamiento de Stokes obtenido
para los derivados B-lactimicos dansilados (ca. 180 nm). Este fenémeno es

consecuencia de la formacién de un estado excitado de transferencia de carga
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fuertemente polar, seguida de la rapida reorientacién de los dipolos del disolvente

previa a la desactivacion radiativa del mismo.

4.4. CARACTERIZACION DE LA PENICILINA MARCADA PAAP Y
FACTORES QUE AFECTAN A SU FLUORESCENCIA

Ademas del efecto de la estructura molecular, las propiedades luminiscentes del
marcador pueden verse afectadas de forma significativa por las caracteristicas del
medio.

Los efectos de distintos parametros tales como la temperatura, el disolvente o la
concentracion de oxigeno, sobre el dudo [25,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6-|(piren-
1ilacetil)amino|-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0 [heptano-2-carboxilico  (PAAP) se  describen a
continuacién. Su conocimiento es esencial para llevar a cabo con éxito el desarrollo de

la metodologia analitica basada en dicha sonda fluorescente.

4.4.1. EFECTO DEL OXIGENO DISUELTO EN LA FLUORESCENCIA DEL
PAAP

Como ya indicamos anteriormente, la fluorescencia de los compuestos basados
en estructuras de tipo pireno es desactivada eficazmente por el oxigeno molecular
como consecuencia de las propiedades paramagnéticas del mismo, que provocan
cruzamientos entre sistemas y conversiones de las moléculas excitadas al estado

triplete [45].

Los procesos de desactivacion pueden dividirse en dos grandes grupos:
desactivacion dinamica o difusional y desactivacion estatica de la luminiscencia

[46,47].

En la desactivacion dinamica, la interaccion entre el analito y el luminéforo se
produce durante el tiempo de vida del estado excitado del mismo. La eficacia del

proceso de desactivacion dependera, por tanto, del tiempo de vida del estado excitado
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de la especie emisora y de la concentracion de desactivador, de acuerdo con la

ecuacion de Stern-Volmer [48]:

' =1+ Ky [Q] @

Esta ecuacion puede expresarse en funcién de los rendimientos cuanticos de
emision @b y @ en ausencia y en presencia del desactivador, respectivamente, en

funcién de los tiempos de vida del estado excitado, 70 y 7 o, si la forma de la banda de
emision permanece constante, en funciéon de la intensidad de emisién en las
condiciones, Ip e I. En esta ecuacion [QQ] representa la concentracion de desactivador
(oxigeno) y Ksv es la denominada constante de Stern-Volmer, que es igual al producto
de la constante de desactivacion bimolecular difusional, kg, por el tiempo de vida
del indicador en ausencia del desactivador, 7. El valor de la kq depende de la naturaleza

y viscosidad del disolvente, de la temperatura y del tipo de luminéforo y desactivador.

La desactivacién estatica de la luminiscencia de un fluoréforo se produce
cuando éste, en su estado fundamental, interacciona con el analito (O2), que
generalmente no es luminiscente o, si lo es, presenta unas caracteristicas de emision

sensiblemente diferentes a las del lumindforo libre.

Si el complejo fluoréforo-analito no es luminiscente la intensidad de
luminiscencia medida dependera de la concentraciéon de desactivador y de la constante
de formacién del complejo entre éste y el luminéforo en su estado fundamental (Ka),

segin se muestra en la ecuaciéon 3 [49]:

I

TO =1+K,[Q] 3)

donde [Q)] es la concentracién del desactivador. Al no producirse interacciéon dinamica
entre el analito y el indicador en el estado excitado, al contrario de lo que sucede en la
desactivacion difusional, el tiempo de vida de emisiéon de este ultimo no varfa. Es

decit, la excitacién del complejo indicador/analito y su posterior desactivacion es
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instantanea, con lo cual no entra en competencia con las otras posibles vias de

desactivacion.

En muchos casos, la desactivacion de la emision del luminéforo por el oxigeno
disuelto se produce simultaneamente, mediante un mecanismo de desactivacion
estatico y dinamico de la luminiscencia. El resultado es una relacién no lineal entre el
cociente de las intensidades relativas, en ausencia de desactivador y la concentracién

del mismo.

Para determinar el efecto del oxigeno disuelto sobre la intensidad de
fluorescencia del PAAP, es necesario un conocimiento exacto de la temperatura del

medio asi como del tipo de disolvente empleado.

4.4.1.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA DEL MEDIO

La temperatura de la disolucién que contiene la muestra va a influir tanto en la
concentracion de oxigeno en el entorno del derivado fluorescente, para un porcentaje
dado del gas en equilibrio con la disolucién, como en la difusion del gas en el medio

aCuoso.

La solubilidad del oxigeno en agua, para una fuerza iénica dada, disminuye con
el aumento de la temperatura S = Sp €0-3/RT [50], sin embatgo el coeficiente de difusién

en el mismo medio aumenta con ella D = Do €-9-0/RT [5()].

Afortunadamente, tanto la solubilidad como la difusién del oxigeno en agua,
dentro del intervalo de temperaturas ensayado, se conoce perfectamente y estd

ampliamente documentado en la bibliografia consultada (ver tabla 17).

Con el fin de evaluar el efecto global de la temperatura sobre la fluorescencia
del PAAP, se realizaron medidas de emision del compuesto a distintas concentraciones
de oxigeno disuelto en disolucion reguladora (HCl/Gly 0.1 mol L1, pH 2.0), a

diferentes temperaturas, en el intervalo de 6 a 35 °C.
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Tabla 17. Coeficiente de difusion y concentracion de oxigeno disuelto en agua en funcién de la
temperatura del medio [48].

T, °C ‘D 10°, cm’s”  °[0,], mg L (0.21 atm O,)

6 - 10.50
10 - 9.63
15 - 8.63
20 1.97 7.80
25 2.50 7.10
30 - 6.47
40 3.24 -

“Coficiente de difusion en agua del oxigeno molecular a 1atm de presion parcial.
"Obtenido a partir de una disolucion acnosa de fuerza idnica (en [Cl], mg 1.') ignal a la de la disolucién
reguladora Gly/ HCI 0.1 mol L.

Como puede observarse en la figura 25, la emisiéon de la sonda disminuye
notablemente segin asciende la temperatura, siendo este efecto mas acusado al

aumentar la concentracién de oxigeno disuelto.
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o @©
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(2) (b)
Figura 25. (a) Espectros de emisién del PAAP en funcion de la temperatura (6.0 — 30.0 °C, # 0.2 °C). Las
medidas se realizaron con disoluciones aireadas de Gly/HCI 0.1 mol L™, pH 2.0; (b) Variacion de la intensidad

de fluorescencia (sefial normalizada) con la temperatura para las longitudes de onda de emision 376 nm y 396
nm.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, la desactivacion del PAAP al

aumentar la temperatura no puede atribuirse exclusivamente al incremento en la
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constante de difusiéon del oxigeno, dado que dicho aumento se compensa con la

disminucion de la solubilidad del mismo.

Por lo tanto, el aumento de la constante de desactivacion (kq) debe ser un factor
predominante a tener en cuenta en la disminucién de la sensibilidad observada con la

temperatura [51].

Por todo ello sera necesario conocer y controlar el efecto de este parametro

para el desarrollo de ensayos analiticos basados en la utilizaciéon de PAAP.

4.4.1.2. EFECTO DE LA NATURALEZA DEL DISOLVENTE

El efecto de la naturaleza del disolvente sobre la emision del PAAP se ha
llevado a cabo mediante medidas de intensidad de emisién para cinco mezclas
acetonitrilo-agua en distintas proporciones. En la figura 26 se muestran los resultados

obtenidos empleando PAAP 101 nmol L-1. Las medidas se han obtenido irradiando a

342 nm y manteniendo la temperatura constante a 25.0 £ 0.2 °C.

70

——— ACN:H,O (50:50)
——— ACN:H,0 (90:10)
——— ACN:H,O (95:5)
ACN:H,O (99:1)
ACN:H,O (100:0)

60 -

50 A

40 4

30 4

20 4

Sefal de fluorescencia, cps

10 A

360 380 400 420 440 460 480 500

A, Nm

Figura 26. Espectros de emisién del PAAP en funcion de la naturaleza del disolvente (PAAP 101 nmol L™). Ay
=342 nm, R/R5/5y T = 25 °C. Disoluciones equilibradas al aire.

Como podemos observar, la desactivacion de la penicilina fluorescente,
mediante el oxigeno molecular, es mayor a medida que aumenta la proporcién de

acetonitrilo en la mezcla hidroorganica.
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Experimentos realizados en ausencia de oxigeno demostraron que este efecto
viene determinado por la presencia de cantidades variables del gas en cada uno de los
disolventes ensayados. Como se describe en la bibliograffa consultada (ver tabla 18)
[52,53], la concentracion de oxigeno disuelto en acetonitrilo es practicamente un orden

de magnitud mayor que en medio acuoso.

En este sentido, los resultados obtenidos indican que al aumentar la cantidad de
acetonitrilo en el medio, aumenta la concentracion de desactivante en el entorno del
fluoréforo, favoreciendo la atenuacidon, por parte del Op, de la luminiscencia del
PAAP. Este efecto tiene una importancia notable para el desarrollo de los ensayos
competitivos empleando anticuerpos o MIPs como elementos de reconocimiento

selectivos.

Tabla 18. Concentracion de oxigeno disuelto en funcion del disolvente y de la temperatura del medio

/54].
. . [0,] 10°, moL L [0,] 10°, moL L
Disolvente T,*C (0.21 atm O,)* (1 atm O,)"
Acetonitrilo 24 9.1° 1.9¢
20 1.39 0.29
Agua
25 1.27 0.27

“Valores para 0.21 atm de presion parcial de O, calculadas a partir de b, asumiendo que se cumple la ley de Henry.
"Valores procedentes de datos evalnados por Riddick y col. [55]. Los experimentos se realiaron a una atmésfera de presion parcial
de O,

/56].

4.4.2. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DEL PAAP MEDIANTE HPLC

La estabilidad térmica del derivado fluorescente se ha determinado mediante la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un detector fluorescente
(FLD). Con este propésito, el procedimiento cromatografico fue optimizado de modo
que proporcionara informacioén sobre la estabilidad temporal de la sonda PAAP con el

objeto de establecer sus condiciones de almacenamiento optimas.
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Figura 27. Cromatograma correspondiente a una disolucién de PAAP 1 umol L™ en acetonitrilo-agua (99:1,
v/v). Las condiciones cromatograficas se describen en el apartado 3.3.4. de este Capitulo.

Se realizaron estudios de estabilidad a largo plazo de disoluciones de PAAP mas
concentradas y almacenadas a -20 °C en disolucién de acetonitrilo y atmosfera inerte
(N2). Los resultados que se muestran en la figura 28 demuestran la alta estabilidad de la
disolucién de PAAP (1.5 mmol L1) para un tiempo de conservacién supetior a los 9

meses.

15000

10000

Area, mAU

5000

1 mes 5 mes 9 mes
Tiempo de conservacion

Figura 28. Estabilidad de la sonda PAAP 1.5 mmol L™ almacenada a -20 °C en atmdsfera inerte (N) en funcién
del area del pico cromatografico registrado. Las condiciones cromatogréficas se describen en el apartado 3.3.4.
de este Capitulo.
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4.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS
DERIVADOS DE PENICILINAS FLUORESCENTES

El objetivo de estos ensayos era confirmar la actividad antibacteriana de las -
lactamas fluorescentes sintetizadas, empleando ensayos de susceptibilidad ‘%z vitro” de
microorganismos patégenos a antimicrobianos (Micrococens luteus ATCC 9341, Bacillus

subtilis BGA 'y Staphylococcus anrens).

La evaluacion de la actividad antibacteriana de las penicilinas fluorescentes se ha
efectuado mediante la técnica de difusion en agar, en medio TSA (agar triptona soja)
segin el procedimiento descrito en el apartado 3.5. de la Parte Experimental. Los
compuestos B-lactamicos fluorescentes estudiados se han agrupado en tres categorias
segin su semejanza con tres antibidticos de estructura quimica analoga: penicilina G,
ampicilina y amoxicilina.

Tabla 19. Sensibilidad medida en mm de halo de inhibicion del crecimiento de las cepas M. luteus

ATCC 9341, B. subtilis BGA y S. aureus. Discos impregnados en disoluciones de 10 pg mL™ de los
compuestos fluorescentes y penicilinas de referencia.

Grupo  Analito M. luteus ATCC 9341  B. subtilis BGA S. aureus
PENG 37 mm 27 mm 15 mm
1 PAAP 33 mm 22 mm trazas
PBAP 25 mm 13 mm trazas
DAP 15 mm 13 mm sin halo
AMPI 40 mm 20 mm sin halo
2 PAAM 23 mm 10 mm sin halo
PBAM 20 mm 10 mm sin halo
DAM 25 mm 15 mm sin halo
AMOX 40 mm 20 mm trazas
PAAX 26 mm trazas sin halo
Blanco PAA sin halo sin halo sin halo

Abreviaturas: PAA: deido pirenoacético

Los resultados obtenidos, tras 24 h de incubacién a 37 °C, indican la aparicion
de zonas de inhibicién del crecimiento de los microorganismos alrededor de las
muestras. En la tabla 19 se presenta la sensibilidad medida en mm de halo de
inhibicién del crecimiento bacteriano para cada uno de los compuestos ensayados. Se

considera que el resultado es positivo cuando la zona de inhibiciéon (desde el borde de
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la muestra hasta el borde del halo de inhibicién) tiene, al menos, 2 mm de anchura
[27].
La obtencién de una inhibicién positiva, tanto en la cepa M. Jutens como en la B.

subtilis, demuestran el caracter antibiotico de todas las penicilinas fluorescentes

estudiadas.

Este resultado se confirmé comparando los perfiles de actividad con los
obtenidos empleando los antibiéticos patrén [57], siendo especialmente significativo el
resultado obtenido usando la cepa M. /utens, microorganismo idéneo para la deteccion
de antibioticos B-lactamicos. Ademas, el resultado logrado con el PAAP, que da lugar
a halos de inhibiciéon de un tamafio similar a la PENG en las cepas M. Juteus ATCC

9341 y B. subtilis BGA, indica el fuerte caracter inhibidor de este compuesto.

Finalmente, los ensayos de actividad antimicrobiana del acido pirenoacético,
que contiene el grupo pireno responsable de la fluorescencia en las moléculas de
PAAP, PAAM y PAAX, demostraron la resistencia (ausencia del halo de inhibicién)
de las tres cepas evaluadas a este compuesto. Este efecto implica que las penicilinas
fluorescentes inhiben el crecimiento bacteriano debido a la presencia del anillo

penicilanico en su estructura (ver Capitulo I, apartado 2.1.2.).
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e Se han sintetizado siete analogos fluorescentes de las penicilinas que contienen
entidades fluorogénicas pireno o dansilo para ensayos de tipo competitivo
empleando anticuerpos o polimeros de impronta molecular (MIPs), asi como para
explorar las caracteristicas nanoestructurales de los materiales de reconocimiento
molecular. Los siete nuevos analogos se han caracterizado mediante espectroscopia

de absorcion y de emision, en estado estacionario y con resolucion temporal.

e El estudio de las caracteristicas fotofisicas del PAAP ha permitido vincular las
propiedades de la molécula (maximo de absorciéon y de emisidn, rendimiento
cuantico de emisién y tiempo de vida del estado excitado) con informacién acerca

del entorno de la misma.

e las pruebas microbioldgicas realizadas a las penicilinas fluorescentes de nueva
sintesis indican la existencia de un comportamiento inhibidor del crecimiento

bacteriano para todas ellas, lo que demuestra su caracter antibiético.
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POLIMEROS DE IMPRONTA MOLECULAR (MIPs)
COMO MATERIALES DE RECONOCIMIENTO
SELECTIVO

Los polimeros de impronta molecular (MIPs) son matrices sintetizadas
artificialmente que presentan propiedades de reconocimiento molecular especifico

hacia determinados compuestos.

Hemos traducido el término inglés “wmolecularly imprinted polymers” por “polimeros de
impronta molecular” (imprint = huella, impronta), que respeta el acréonimo original. El
término impronta se utiliza en Paleontologia de forma habitual [1] para referirse a la
huella que produce la inclusion de un organismo en un sedimento antes de su
desintegracion, dando lugar a un fosil. Podriamos considerar que este proceso natural

presenta cierta analogfa a la técnica sintética que aqui se presenta (figura 29).

Figura 29. (A) Fosil en donde se aprecia la impronta dejada por hojas de pecopteris aborescens. (B) Huella de
una molécula plantilla en un polimero de impronta molecular (MIP).
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Los MIPs son materiales biomiméticos que reproducen, de un modo mas
basico, el mecanismo de reconocimiento de algunos sistemas biologicos (hormona-

receptor, enzima-sustrato, antigeno-anticuerpo).

Estos polimeros con “memoria selectiva” cuentan con una serie de
caracteristicas de gran interés dentro del campo de la Quimica Analitica. Su elevado
potencial, como sustitutos de compuestos bioquimicos, se ha materializado en el
desarrollo de nuevos métodos analiticos que incorporan MIPs como elementos de

reconocimiento en sensores [2,3], como sorbentes en procesos de extraccion en fase

solida (SPE) [4,5] y fases estacionarias en HPLC y CE [6-§].
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Figura 30. Progresion en el desarrollo y aplicacion de polimeros de impronta molecular (MIPs) [9].

En los dltimos afos, esta tecnologia ha experimentado un avance espectacular.
Asi lo demuestra el numero de articulos, basados en el empleo de MIPs, que se
publican actualmente (Figura 30) y la reciente comercializaciéon de estos materiales

(tabla 20) [8].

Tabla 20. Polimeros de impronta molecular (MIPs) disponibles comercialmente [10].

Aplicacion1 Aplicacion 2 Aplicacién 3 Aplicacion 4 Aplicacién 5
Extraccién en Sintesis y Sensores para
CAMPO DE 1 o - Impronta de
APLICACION fase solida HPLC caracterizacion de deteccion y resishons (B
(SPE) MIPs diagnosis p y
NOMBRE MIP4SPE MIPALC . - PMI technology
COMERCIAL
Compaia  MIP Technologies| MIP Technologies Oxonon Semorex Aspira Biosystems
ASOCIADA Www.miptechnologies‘se Www.oXonon.net www.semotrex.com Www.aspirabio.com

Abreviaturas: PMI: Impronta molecular parcial, del inglés “Partial molecular inmprinting”.
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1.1. PRINCIPIOS GENERALES

Como ya indicamos anteriormente, los polimeros de impronta molecular son
matrices sintéticas que se comportan como receptores biomiméticos artificiales
capaces de reconocer e interaccionar de forma especifica con el analito para el cual han

sido sintetizados.

Se basan en la formacion de una estructura polimérica, altamente entrecruzada,
alrededor de una molécula que actia como plantilla (del inglés, “femplate”) que se extrae
después de la polimerizacion. De esta forma, se originan cavidades en la estructura del
MIP, complementarias en forma y tamafio a la molécula plantilla, que son capaces de

reconocerla posteriormente de forma selectiva (Figura 31).

Figura 31. Esquema de la preparacion de MIPs. (a) Formacion del complejo de prepolimerizacion entre la
molécula plantilla y los monémeros funcionalizados. (b) Co-polimerizacién con un exceso de monémero
entrecruzante. (c) Extraccion de la plantilla de la cavidad. (d) Unién de la plantilla a la cavidad.

Las ventajas que presentan los MIPs como elementos de reconocimiento son

las siguientes:

o Sensibilidad y selectividad adecuadas.

e Posibilidad de desarrollar MIPs frente a muy diversos analitos, incluyendo especies
para las que atin no se ha encontrado un elemento de reconocimiento biolégico.

o Especificidad  predecible  tedricamente aunque, en la practica, la existencia de
interacciones de caracter no especifico hace dificil su determinacién.

e Producciéon con un bajo coste a gran escala.
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o Tiempo de vida largo: estabilidad quimica, térmica y mecanica altas frente a diferentes

condiciones de pH, temperatura y presencia de disolventes organicos.

Sin embargo, también existen limitaciones asociadas al uso de MIPs [11]:

e Tecnologia en desarrollo en muchos campos de la Quimica: por ejemplo, existen

muy pocas aplicaciones basadas en impronta de material biolégico macromolecular.

e En general, las constantes de afinidad son bajas, es decir, que la tendencia del

analito y del MIP a unirse es pequefia. Esto implica una cinética de uniéon mas lenta.
e Requiere altas concentraciones de molécula plantilla.

e En ocasiones, el procedimiento de sintesis de los MIPs conlleva maltiples etapas.
Ademas hay pérdidas de material util y se obtienen redes con una distribucién poco

homogénea de los sitios de union.

En la tabla 21 se muestra, a modo de resumen, una comparativa de las
principales caracteristicas de los MIPs y los anticuerpos, receptores naturales de

amplio uso en Quimica Analitica.

Tabla 21. Comparacion de las caracteristicas de los polimeros de impronta molecular (MIPs) y de los
anticuerpos.

MIPs Anticuerpos

El uso de anticuerpos

HOMOGENEIDAD DE LOS LLa mayoria poseen alta o
. X . monoclonales origina
SITIOS DE UNION heterogeneidad y
ensayos muy selectivos
, . L. Alta dificultad en su
PREPARACION v Simple y facil de preparar € - .
produccién y manejo
Las condiciones de
olimerizacién Alta afinidad.
AFINIDAD P .
x comprometen su afinidad / 5-10%a 102 L mol!
103 a 10° L mol!
. Biosintesis de coste elevado
COSTE Econdémico .
/ «“» pero amortizable
Robusto, resistente en un Inestable en condiciones
ESTABILIDAD / amplio intervalo de pH, 4 muy extremas: tiempo de
humedad y temperatura. vida limitado
SELECTIVIDAD 1 2 Medio-alta \/ Alta
MEDIO < Limitada compatibilidad con / Comportamiento excelente
ACUOSO agua en medios acuosos
DISOLVENTE Incompatibilidad:
MEDIO / . . .,
i Comportamiento excelente X Desnaturalizacion del
ORGANICO .
anticuerpo
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Se han empleado cuatro procedimientos generales para la preparacion de los
MIPs que se diferencian en el modo en el que se fija la posiciéon de los grupos
funcionales del polimero a fin de que el reconocimiento sea 6ptimo: método de
impronta covalente (método “preorganizado”), método semicovalente, método de
impronta no covalente (aproximaciéon al “autoensamblado”) y el método de

impronta mediante “espaciadores sacrificables’.

1.1.1. OBTENCION DE MIPs MEDIANTE IMPRONTA COVALENTE

Este modelo surgi6 en el ano 1972 cuando Wultf y col. [12,13] presentaron los

primeros ejemplos de impronta molecular con polimeros organicos sintéticos.

Ruptura

j de enlaces
_— _— _— .\
Preensamblado Polimerizacién Extraccion

Figura 32. Esquema de la preparacion de MIPs de impronta covalente.

La impronta covalente (figura 32) implica la sintesis de un conjugado de la
molécula plantilla y el monémero funcionalizado unidos por un enlace covalente
“reversible”. Por ejemplo: éster boronico para la impronta de galactosa y fructosa [13],
nucleétidos [14], L-DOPA [15], etc; base de Schiff en la sintesis de MIPs
enantioselectivos para aminoacidos [15,16] o un enlace acetal para la formacion de
polimeros de plantillas basadas en mono- y diacetona [17,18] o monoalcoholes [19]

(tigura 33).

Una vez obtenido el derivado polimerizable de la plantilla, se adiciona un agente
entrecruzante formandose una red tridimensional. Finalmente, la extraccion de la
plantilla del MIP mediante medios quimicos (hidrolisis acida/bésica), permite obtener
una estructura tridimensional con los grupos funcionales dispuestos en la posicion

adecuada.
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(1)/ d @ @ Q/ ® g Q/

o

B
s
/ \ o \O 5 HO/ \ R
Polimerizacién con — - Plantilla OH
° \
entrecruzante +4H,0 HO
o o oH
—_—
———
o

+ Plantilla
-4H,0

NH

Figura 33. Impronta covalente de la molécula plantilla 4-nitrofenil-ca-D-manopiranosido-2,3:4,6-di-O-(4-
vinilfenilboronato) (A). Se prepara mediante condensacion del acido 4-vinilbenzenoborénico con 4-nitrofenil-a-
D-manopiranosido (1) que se copolimeriza con el entrecruzante (divinilbenzeno o etilenglicol dimetacrilato)
para dar lugar al polimero (2). La eliminacién de la plantilla implica la hidrdlisis de los grupos éster del
boronato y la adicién de 4 equivalentes de agua (3). La posterior unién de la molécula molde al polimero es
reversible y lo suficientemente rapida como para poder ser usado como fase estacionaria en cromatografia
liquida [20].

Los MIPs obtenidos de este modo se caracterizan por poseer unos centros
activos muy homogéneos (muy similares entre si) y, gracias a la adicidon
estequiométrica de los monémeros funcionales, un porcentaje de unién no especifica

muy pequeno.

La mayor limitaciéon de este método de sintesis viene determinada por la
necesidad de preparacion previa de un conjugado plantilla-monémero, la ruptura

quimica de la plantilla del polimero y la lenta cinética de unioén.

1.1.2. OBTENCION DE MIPs MEDIANTE IMPRONTA NO COVALENTE

A diferencia de la impronta covalente, en este modelo el complejo formado
entre la plantilla y el monémero funcional no se realiza a través de enlaces covalentes,

sino que se forma mediante interacciones moleculares de caracter débil.

Los primeros trabajos basados en este modelo de polimerizaciéon fueros
descritos por Mosbach y col. [18,21] en los que se sintetizaron geles de poliacrilamida
selectivos a varios indicadores (eg. Saffranina, azul de rodanilo) y alcaloides. El
monémero utilizado mayoritariamente fue acido metacrilico (MAA) y, en algunas

ocasiones, el mondémero N,N'-dietilaminoetilmetacrilato  (DEAEM). Los
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entrecruzantes utilizados fueron mezclas de N,N'-metilenbisacrilamida (MDAA) vy
N,N"-1,4-fenilenbisacrilamida y el disolvente, también llamado porégeno, una mezcla
de DMF-agua. La capacidad de reconocimiento de los geles resultantes se evaluo

mediante métodos cromatograficos.

A

—_— > ‘ _ —_
Preensamblado 3 Polimerizacion , .\ Extraccion ’ .\

Figura 34. Esquema de la preparacion de MIPs de impronta no covalente.

La impronta no covalente (figura 34) se basa en la interaccién de los
monomeros funcionales con los correspondientes grupos funcionales de la molécula
plantilla en la mezcla de prepolimerazion, originando un preordenamiento molecular
en el que se maximiza la interaccion entre las dos especies. Estas interacciones pueden
darse en uno o mas puntos de las moléculas y pueden involucrar enlaces de hidrogeno

e interacciones n-n, dipolo-dipolo, electroestaticas y/o hidrofébicas.

Posteriormente, en presencia de un entrecruzante, un disolvente porégeno y un
iniciador de la polimerizacién, se forma el sélido polimérico que contiene dicha
especie. Finalmente, la plantilla se extrae del material utilizando un disolvente capaz de

anular las interacciones especificas con el monémero funcional.

1.1.2.1. FACTORES QUE INFLUYEN EN LAS PROPIEDADES DE RECONOCIMIENTO DE LOS MIPS

La selectividad y capacidad de un MIP se ven afectadas por un gran nimero de
variables del proceso de impronta. En primer lugar, las interacciones complementarias
entre la plantilla, los mondémeros funcionales y entrecruzante dependen de la
naturaleza y proporcion de las mismas, siendo imprescindible un amplio conocimiento
de su comportamiento para crear una organizacion molecular 16gica, de morfologia y

selectividad adecuada. En segundo lugar, el disolvente usado en la polimerizacion
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determina el momento de la separacion de fases durante la misma [22] y establece, en
ultima instancia, la accesibilidad a los sitios de unién. Finalmente, la temperatura y
proceso de extracciéon de la molécula plantilla afecta al equilibrio entre ésta y los

monodmeros funcionales.

A continuacion, se describen algunos ejemplos y particularidades de los factores

anteriormente citados.

e Monobémeros funcionales

La impronta no covalente es mas flexible en cuanto a la selecciéon de los
mondémeros funcionalizados que complementan los grupos funcionales de la plantilla.
En algunos casos pueden combinarse distintos mondémeros para incrementar las
interacciones y mejorar la complementariedad de la plantilla proporcionando una
mejor selectividad. A continuacién, se presentan algunos de los mondémeros

comunmente utilizados en estos mecanismos de polimerizacion.

MONOMEROS ACIDOS
/O -Utilizado en impronta de: Derivados de aminodcidos [23],
/ péptidos [24,25], teofilina [26], propanolol [27], morfina [28],
OH
Acids metacrilico (MAA) derivados de monosacdridos [29], penicilina [30], etc.
o
\ O
" / -Utilizado en impronta de: [-bloqueantes como (S-(-)-timolol)
/ - [31], (-)-norefedrina [32], etc.

Acido itaconico

6]
/)
/ o -Utilizado en impronta de: Derivados de aminodcidos [33], etc.

Acido p-vinilbenzvico

/<
/ N -Utilizado en impronta de: 2,6-Diaminoantroquinona [34],
H desmetrina (herbicida) [35], etc.
Acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano sulfinico
(AMPSA)
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MONOMEROS BASICOS

/ \N -Utilizado en impronta de: S-naproxen [36], derivados de

/ — aminodcidos [37,38], etc.
4-vinilpiridina (4-VP)

O S~
/ N
/ O—/_ \ -Utilizado en impronta de: Atrazina [39], etc.

N, N-dietil-2-aminoetilmetacrilato (DAEM)

o} = o}
P
| H N H | -Utilizado en impronta de: Barbitiricos [40], aloxan [41], etc.

2,6-bis-acrilamidopiridina

MONOMEROS NEUTROS
O
/)
/ N -Utilizado en impronta de: Fenitoina [42], etc.
2
Metacrilanida (MAM)

/O
>—< _/—OH -Utilizado en impronta de: cAMP [43], efedrina [44], colesterol
/ o) [45], etc.

2-hidroxietil metacrilato HEMA)

MONOMEROS CON CARGA ELECTROESTATICA

\N( o -Utilizado en impronta de: Penicilina G [46], etc.

cloruro de (ar-vinilbenzil)trimetilamonio

N+\ / / \ -Monomero fluorescente utilizado en la impronta de cAMP [47], etc.

cloruro de trans-4-[p-(IN,N-dimetilamino)estiril]-N-
vinilbenzilpiridinio
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e Entrecruzantes

La funcién del entrecruzante en el proceso de impronta se resume en tres
aspectos fundamentales [48]. En primer lugar, es el principal responsable de la morfologia
de la matriz polimérica, en segundo lugar estabiliza los sitios de union selectivos formados en
la impronta y, en tercer lugar, confiere estabilidad mecinica al material sintetizado. En
general, se utiliza gran cantidad de estos reactivos para asegurar las caracteristicas
anteriormente citadas, que requieren un grado de entrecruzamiento mayor del 80%

[49]. A continuacion, se presentan algunos de los entrecruzantes mas utilizados.

ENTRECRUZANTES

-Derivado del estireno: Producto comercial consistente en una

NN
/_Q\ mezcla de isomeros de divinilbenceno y alquilestirenos. Muy
/ utilizado. Los polimeros formados son estables y resistentes a

Divivilbenceno (DVB)

la mayoria de los tratamientos quimicos.

i |
o /\/O -Ester derivado de metacrilato: Entrecuzante mas utilizado
| | [50].

Etilenglicol dimetacrilato EDMA) (EGDMA)

i
(6]
/\§ /) o | -Ester _derivado _de metacrilato: En algunas aplicaciones
O
o presenta mejores prestaciones que el EDMA. Produce un
/ mayor grado de entrecruzamiento [51,52].
o” T

Trimetilolpropano trimetacrilato (TRIM)

(0]

/
-Soluble en agua [53].

/ N
/N%

1,4-diacriloil piperazina

-Derivado de aminoacido [54].
N
| |

N, O-bis-acriloil-1 -fenilalaninol
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e Disolvente porégeno

A parte de su doble papel, como disolvente clasico y agente porogénico, el
disolvente en impronta no covalente influye drasticamente en la interaccién
monoémero-molécula plantilla. En general, disolventes apriticos con bajas constantes
dieléctricas, como cloroformo, tolueno o acetonitrilo, facilitan la unién por enlaces de
hidrégeno y electroestaticos. Por otro lado, los disolventes proticos, e.g. agua, metanol,

son los adecuados cuando las interacciones son de caracter hidrofébico [49].

e Iniciador

La eleccion del indicador radicalico se realiza en funcion de las caracteristicas
del resto de componentes del sistema, como por ejemplo la estabilidad de los reactivos
empleados. I.a polimerizacién puede comenzar empleando radiacion UV o por

induccion térmica, dependiendo de la estructura del iniciador.

El azo-derivado 2,2°-azobis(isobutironitrilo) (AIBN) es el compuesto mas
utilizado, bien como iniciador fotoquimico a bajas temperaturas [30,55] o térmico (=
60 °C) [56]. Otros iniciadores fotoquimicos y térmicos utilizados en impronta
molecular son el 1,17-azobis(ciclohexanocarbonitrilo) (ABCHC), 2,2"-azobis|(2,4-
dimetilvaleronitrilo)] (ABDV) y el 4,4"-azobis[(4-(acido cianovalérico)] (ACVA),
peréxido de benzoilo (BPO), etc. [48].

En resumen, los polimeros preparados segin esta metodologia se caracterizan
por una distribuciéon no uniforme (heterogénea) de los sitios de uniéon. Ello puede
explicarse teniendo en cuenta que parte de los sitios de unidén pueden interaccionar
favorablemente con la plantilla mientras que otros sitios pueden unirse de una manera
menos favorable o incluso inespecifica [57]. Esto es el resultado de una incorporacion
aleatoria de los monémeros funcionalizados, que depende de las condiciones
especificas del proceso de polimerizacion, tales como la temperatura y el disolvente
utilizado [58,59]. Sin embargo, no es obvio que la impronta covalente sea, en términos

practicos, superior a la impronta no covalente ya que también se ha observado
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heterogeneidad en los sitios de unién de polimeros “covalentes” [60]. Es probable que,
en cualquier caso, la impronta molecular produzca materiales con una amplia
distribucién de sitios de unién, de los cuales s6lo una fraccion presenta selectividad

trente a la plantilla.

1.1.3. OBTENCION DE MIPs MEDIANTE IMPRONTA SEMICOVALENTE

El modelo semicovalente fue propuesto por Whitcombe y col. en 1995. En este
caso, el proceso se realiza del mismo modo que en el modelo covalente, mediante la
conjugacion previa de la plantilla y los mondémeros funcionales, aunque el

reconocimiento selectivo se produce mediante interacciones no covalentes (figura 35).

(@)

A

e
Preensamblado

Ruptura

de enlaces
o @ @

Extraccién

_
Polimerizacién

(b)

Unién no

covalente
e

+QQ <—QQ

Figura 35. Esquema de la preparacion de MIPs de impronta semicovalente. (a) Sintesis del MIP mediante
impronta covalente, (b) Reconocimiento de la molécula plantilla mediante interacciones no covalentes.

Basandose en estos principios, Sellergren y Anderson [61] utilizaron un
derivado diéster como molécula molde para la sintesis de un polimero selectivo al éster
etilico de la p-aminofenilalanina. El MIP obtenido presentaba una buena
enantioselectividad para el reconocimiento reversible de la molécula de interés a pesar

de la pequena cantidad de plantilla utilizada en el proceso de polimerizacion.
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Como ventaja de esta técnica, destaca su gran versatilidad a la hora de utilizarse
en diferentes condiciones de polimerizacion. Esto ha permitido su uso en la impronta
con emulsiones, de dendrimeros, etc. [62]. Su principal desventaja radica en la

importante carga sintética que es necesaria para la fabricacion de estos materiales.

1.1.4. OBTENCION DE MIPs MEDIANTE ESPACIADORES SACRIFICABLES

La mayoria de los MIPs preparados utilizan moléculas plantilla altamente
funcionalizadas, con grupos carboxilo, amino, amido y carbonilicos. La obtencién de
MIPs mediante “espaciadores sacrificables” permite ampliar la impronta molecular a
moléculas plantilla con otras caracteristicas quimicas. Particularmente, esta técnica
confiere la habilidad de formar enlaces de hidrégeno débiles (que no se formarian por
autoasociacion con monoémeros funcionales convencionales) o desarrollar

interacciones que involucren electrones n de sistemas aromaticos.

(2) %)

/\@\ o EDMA, AIBN, o NaOH, metanol,
' —> \ _—
0)\0 hexano, tolueno, 65°C O)\O -colesterol, CO,

©) 4
hexano
+ colesterol
P ———
4—
\@\ -colesterol " B
OH o” P
H

Figura 36. Preparacion de MIPs empleando espaciadores sacrificables selectivos a colesterol (B). (1) La
molécula plantilla colesteril (4-vinil)fenilcarbonato (A) polimeriza con EDMA; (2) la molécula A permanece
unida covalentemente al polimero resultante; (3) hidrélisis alcalina en la que la plantilla se elimina junto con la
pérdida del espaciador (CO,) y la formacion de un polimero unido a fenol en la zona de reconocimiento; (4)
reconocimiento del colesterol mediante enlace de hidrégeno con el fenol.
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Basandose en este método se han desarrollado improntas con resultados
satisfactorios para compuestos aromaticos policlorados [63] y péptidos [64]. Un
ejemplo de esta estrategia es el desarrollo de un MIP para la deteccidon de colesterol
[65]. Se selecciond este triglicérido como molécula plantilla ya que el grupo hidroxilo
presente en la molécula puede formar enlaces de hidrégeno débiles en disolventes no
polares. Para lograr el reconocimiento del colesterol, se sintetizé una molécula plantilla
modificada, colesteril (4-vinil)fenilcarbonato (A, figura 36) en la que el grupo carbonilo
actia como espaciador sacrificable. La copolimerizacion se realiz6 mediante la adicién
de EDMA vy la plantilla se eliminé mediante hidrélisis con NaOH, dejando grupos
tenolicos activos en la zona de reconocimiento preparados para interaccionar con el

analito de interés (B, figura 306).

1.1.5. NUEVAS TECNOLOGIAS

Un procedimiento tipico de sintesis de MIPs implica la polimerizacion
radicalica de wuna solucién concentrada de mondémeros iniciada térmica o
fotoquimicamente. Se obtiene asi un monolito de polimero insoluble que se muele y
tamiza para obtener particulas micrométricas de tamafio uniforme. Estos métodos son
tediosos y consumen mucho tiempo de modo que obtener un MIP con las
propiedades de uniéon optimas puede llevar dias e incluso semanas, sobretodo si las

proporciones de reactivos se seleccionan a partir de ensayos de prueba y error.

Para evitar estos inconvenientes, se han utilizado métodos de modelizacion
molecular para seleccionar los monémeros mas adecuados para la obtencion del
polimero. Mediante estos métodos matematicos se han desarrollado polimeros de alta

calidad para moléculas como creatinina [24], efedrina [66] o microcistina LR (figura

37).

Por otra parte, también se han aplicado distintos métodos quimiométricos para

la optimizacion de la composicion de los MIPs [62].
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Figura 37. (A) Creatinina; (B) Efedrina; (C) Microcistina-LR. Moléculas sobre las cuales se ha utilizado
métodos de modelizacién molecular para la seleccion de las condiciones dptimas de impronta.

1.2. PROCEDIMIENTOS DE PREPARACION DE POLIMEROS DE
IMPRONTA MOLECULAR

La necesidad de mejorar las caracteristicas fisico-quimicas de las particulas de
MIP, ha originado el desarrollo de diversas metodologias de sintesis. A continuacion,

se describen aquellas de mayor repercusion dentro del campo de la Q. Analitica.

1.2.1. SINTESIS DE PARTICULAS GRANULARES: Polimerizacién en bloque

El procedimiento que mas se ha utilizado para la sintesis de polimeros de
impronta molecular consiste en la polimerizaciéon radicalica de una solucién
concentrada de monémeros iniciada térmica o fotoquimicamente [33,67]. De este
modo, se obtiene un monolito de polimero insoluble que se muele y tamiza para

obtener particulas micrométricas amorfas de tamafio uniforme (figura 38a).

Aunque este método es facil de llevar a cabo, ya que no requiere material
especifico, presenta una serie de desventajas, como son: grandes pérdidas de material
en el proceso de elaboracion, baja capacidad de carga y distribucion de los sitios de

uniéon muy heterogénea.
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Figura 38. Micrografias SEM y TEM de MIPs obtenidos por diferentes métodos de polimerizacion: (a)
Polimerizacion en blogue; (b) Polimerizacion mediante dispersion-precipitacion (tamafio de particula 700 nm);
(c) Polimerizacién mediante suspension-emulsion (tamafio de particula 6-40 pum); (d) Polimerizacion mediante
hinchamiento multipasos (tamafio de particula 6-40 um) [33/.

1.2.2. SINTESIS DE PARTICULAS ESFERICAS

Durante los ultimos afios el trabajo realizado se ha enfocado principalmente en
dos aspectos: la sintesis de particulas de tamafio uniforme con distribuciones de
tamafio estrechas y mejor transferencia masica. Ambos objetivos estan intimamente
relacionados con la morfologia de las particulas obtenidas. Se pueden preparar
particulas esféricas de tamafio uniforme mediante varias técnicas: polimerizacion mediante
dispersion-polimerizacion |68), polimerizacion mediante suspension-emulsion [69], polimerizacion

mediante hinchamiento multipasos [70], etc..
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1.2.2.1. POLIMERIZACION MEDIANTE DISPERSION-PRECIPITACION

Al igual que la polimerizacién en bloque, este procedimiento de sintesis esta
basado en la polimerizaciéon radicalica de monémeros. Sin embargo, en este caso, la
mezcla de reactivos se encuentra mucho mas diluida por el disolvente porégeno. Esto
produce una dispersiéon de microparticulas independientes en el seno de la disolucion

de tamafo uniforme [71-73] (figura 38b).

Como ventajas de esta técnica cabe destacar la mayor capacidad y mejor
distribucién de los sitios de unién, asi como un gran rendimiento de polimerizacion.
Ademas, es una sintesis sencilla y directa. Todas estas caracteristicas han favorecido su
aplicacion en el desarrollo de sensores [74,75] o fases estacionarias en técnicas de

separacion [70].

La principal desventaja de esta técnica reside en el pequefio tamafo de las
particulas que se obtienen (diametro < 1 um) que dificulta su empleo en cromatografia

liquida.

1.2.2.2. POLIMERIZACION MEDIANTE SUSPENSION-EMULSION

La polimerizacién se produce combinando dos fases: una organica hidrofébica
y discontinua, donde se encuentra la mezcla de prepolimerizacién, y otra continua,

dispersante, en mayor proporcion. Mediante agitacion se generan microesferas que son

estabilizadas (eg. polivinil alcohol (PVA)) (figura 38c¢).

La fase dispersante suele ser agua [77] o liquidos perfluorados [7,78]. Estos
ultimos presentan una gran hidrofobicidad y no interfieren en la formacién del

complejo mondémero-plantilla.

El principal inconveniente de este mecanismo de polimerizacion radica en los
altos costes de los reactivos dispersantes. Recientemente, el empleo de aceite mineral

como fase continua supone una alternativa eficaz a los disolventes perfluorados [79].
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1.2.2.3. POLIMERIZACION MEDIANTE HINCHAMIENTO MULTIPASOS

La polimerizacion mediante hinchamiento multipasos fue desarrollada por
primera vez para polimeros de impronta molecular por Hosoya y col. en 1994 [80].
Consiste en una primera etapa de sintesis de particulas de latex en medio acuoso
seguido de un proceso de hinchamiento mediante microemulsiones de un plastificante
(eg. dibutil ftalato). A continuacion, se afiade la mezcla de prepolimerizaciéon que es
absorbida por las particulas de latex. Este método produce particulas monodispersas

de 2-50 um de diametro (figura 38d).

El principal inconveniente de esta técnica es el alto grado de dificultad en su
ejecucion y la incompatibilidad con la obtencién de polimeros de impronta no

covalente, ya que se emplea agua como fase dispersante [81,82].

1.2.3. MATERIALES COMPUESTOS

Recientemente se han descrito nuevas metodologias para la producciéon de
polimeros de impronta basados en la utilizaciéon de particulas de silica de morfologia
bien conocida y definida. Los MIPs as{ obtenidos permiten una mejor accesibilidad del

analito hacia los sitios de unién y un tamano de particula controlado [51,73].

1.2.3.1. OBTENCION DE POLIMEROS DE IMPRONTA MOLECULAR A PARTIR DE SILICA-MIP

Esta metodologia consiste en la impregnacion de particulas de silica con la
mezcla de prepolimerizacién de tal modo que ocupe el espacio dominado por los
mesoporos de dicho material. Asi, el volumen de la mezcla anadido se corresponde
con el volumen de poro de silica empleada. Finalmente, la polimerizacion tiene lugar
térmicamente obteniéndose un material compuesto que adopta el mismo perfil que la

silica inicial (composito silica-MIP) [83].

En una siguiente etapa, la silica es disuelta y eliminada con un reactivo adecuado

(eg. HF 40% en agua) dando lugar a particulas esféricas constituidas exclusivamente
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por MIPs (figura 39a). En la figura 39b se muestra las fotografias obtenidas mediante
microscopia electronica de barrido realizadas a una particula de silica (A) y a otra
particula de polimero de impronta (B) obtenida mediante esta técnica tras la disolucion

del soporte original [84].

Eliminacién de

la silica
—_—

Mediante HF

Mezcla de
prepolimerizacion

Calentamiento

Particula de silica porosa Compoésito de silica-MIP Particula de MIP porosa

G

()

Figura 39. (a) Presentacion esquematica de la preparacion de compositos silica-MIP y particulas esféricas de
MIP derivadas de la eliminacion de la silica mediante HF [85]. (b) Micrografias SEM de MIPs obtenidos para
una particula compésita de silica-MIP (A) y una particula esférica MIP (B). Tamafio de particula aproximado
10 um [84].

Yilmaz y col. [85] han desarrollado polimeros de impronta molecular basados
en esta metodologia para la separaciéon enantiomérica de (-)-isoproterenol y (+)-
isoproterenol. El estudio comparativo del MIP de sintesis convencional, compdsito
silica-MIP y particulas esféricas de MIP libres de silica, demuestran que los dos ultimos
presentan mayor numero de platos teéricos (N) aunque el polimero clasico aporta una

mayor selectividad (o) en la separacion de las dos especies quirales.
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1.2.3.2. OBTENCION DE POLIMEROS DE IMPRONTA MOLECULAR A PARTIR DE TECNICAS

DE INJERTO

Las técnicas de injerto (del inglés, “grafting”) ofrecen una interesante alternativa a
la sintesis de polimeros de impronta molecular utilizando particulas como soporte (eg.
sflica [86], polisacaridos [87]) u otras morfologias (eg. membranas de poliestireno,

polipropileno) [88,89].

Hasta el momento, se han descrito dos tipos de metodologias mediante las

cuales llevar a cabo este proceso:

e La primera de ellas, consiste en la inmovilizaciéon de moléculas con enlaces
polimerizables (monémeros) sobre la superficie en la que se va a realizar la
polimerizacién, dando lugar a la formacién de una capa de MIP. Este sistema ha sido
empleado para la obtenciéon de polimeros de impronta segin el modelo covalente [90]
y no covalente [21,91]. Sin embargo, presenta serias dificultades a la hora de

comprobar el grosor de la capa polimérica formada, asi como su densidad.

e La segunda metodologia surge con la intencién de mejorar las propiedades de
transferencia de masa y la capacidad de carga de los polimeros preparados mediante el
método anteriormente descrito. La diferencia fundamental, se basa en que el
compuesto a inmovilizar es el iniciador. De este modo, la densidad del polimero

formado se puede controlar de manera mas precisa [92].

Los iniciadores utilizados habitualmente en este tipo de técnica de injerto son:

= Los iniciadores azoderivados [93], cuya principal desventaja reside en la
generacion de radicales libres activos en disolucion que provocan

polimerizaciones no controladas.

= Los iniciadores de tipo “iniferter” [85], Otsu (1982, [94]), son iniciadores
radicalicos asimétricos en los que, al fragmentarse, una de las partes inicia la
reaccion de polimerizacion y la otra la finaliza por recombinaciéon con otros

radicales libres.
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1.2.4. PREPARACION DE MONOLITOS MEDIANTE POLIMERIZACION *“in situ™

La polimerizacion 7z situ en el interior de una columna cromatografica, permite
obtener fases estacionarias de mayor porosidad y permeabilidad que aquellas obtenidas
mediante empaquetamientos clasicos de particulas de polimero. No obstante, su uso
como columnas de cromatografia liquida convencionales no ha encontrado
aplicaciones practicas relevantes [95]. El problema viene asociado a la falta de
uniformidad de la fase estacionaria formada debido al propio proceso de fabricacion.
Por ello, su aplicaciéon esta mas enfocada al empaquetamiento de capilares para
electrocromatografia capilar (CEC, del inglés “capillary electrochromatography”™) y u-HPLC

[96] que no poseen las limitaciones de las columnas tradicionales [97,98].

1.3. CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS DE IMPRONTA
MOLECULAR

La aplicacion adecuada de los polimeros de impronta molecular requiere una
caracterizacion precisa de sus propiedades superficiales y estructurales. Al contrario
que las zeolitas, con estructuras porosas bien definidas, los MIPs son sélidos amorfos
de gran diversidad estructural, quimicamente heterogéneos e insolubles. No obstante,
es posible realizar una caracterizacién correcta de sus propiedades quimicas vy

morfologicas asi como de su capacidad de reconocimiento molecular selectivo [48,99].

1.3.1. CARACTERIZACION QUIMICA

Dada la naturaleza insoluble de los polimeros de impronta, las técnicas
aplicadas para su caracterizaciéon deben ser compatibles con muestras en estado sélido.
Los métodos analiticos habitualmente utilizados para la caracterizaciéon quimica de un

polimero se describen en la tabla 22.
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Tabla 22. Métodos analiticos aplicados a la caracterizacion quimica de MIPs.

Técnica analitica Informacioén obtenida Observaciones Ref.
Propotciona el contenido total de C, H,
N, S, etc. del polimero en % en masa.
N bilidad
. Habitualmente utilizado en analisis de ‘. ofrece  sensi aa
ANALISIS . S suficiente  para  determinar |2 5.100
copolimeros para calcular la relacién de cantidades traza de molicula > >
ELEMENTAL comonémeros cuando uno de ellos ] R ; 101]
= ; plantilla  que  aiin  estén
incluye en su estructura heterodtomos
S L presentes en el MIP.
(eg. 4-vinilpiridina copolimerizado con
divinilbenceno).
ESPECTROSCOPIA Proporciona informacién en la etapa de
DE ADSORCION prepolimerizacién sobre la  relaciéon o
ULTRAVIOLETA estequiométrica de monémeros-molécula N0 dfrece sensibilidad [102]
VISIBLE plantilla y el efecto que produce la suficiente
(UV) adicién del entrecruzante.
ESPECTROSCOPIA Prgporcllona 1r1foirrir}ac1ocrlll Ic\:;;l#tanva
DE INFRARROJO sobre la composicion  de , eg.
CON grupos funcionales. o
No  ofrece  sensibilidad [1 03-10 5]
TRANSFORMADA Aporta informacion sobre la existencia  syfiviente
DE FOURIER de interacciones no covalentes, eg.
(FTIR) enlaces de hidrégeno.
BC-RMN en estado sdlido
Proporciona  informacién sobre los
distintos carbonos presentes en la red L. .
olimérica Téenica de reciente
p ' aplicacion, poco utilizada y [1 8]
’ Determina el nimero de dobles enlaces  cara.
RESONANCIA que quedan sin reaccionar en el polimero
MAGNETICA (grado de curacion).
NUCLEAR (RMN)
'H-RMN
Proporciona informacién, de la mezcla i -
de prepolimerizacion, sobte la estabilidad ~ <Aplicada  mayoritariamente [100]

de los complejos mondémero-plantilla
formados.

a muestras lignidas.

Abreviaturas: FTIR: espectroscopia de infrarrojo con transformada de fonrier, RMIN: resonancia magnética nuclear.

1.3.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

ILa mayoria de las técnicas aplicadas al analisis morfologico de los polimeros de
impronta molecular son aquellas ya establecidas para la caracterizaciéon de materiales
porosos. Dependiendo de cual sea la técnica utilizada, la informaciéon recogida
permitira determinar el volumen y el tamaio medio de los poros, 1a distribucion del tamario de

poros y/ o la superficie de drea especifica.
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La tabla 23 resume las caracteristicas generales de las técnicas analiticas

aplicadas a la caracterizacion de MIPs, destacando los aspectos comentados

anteriormente.

Tabla 23. Métodos analiticos aplicados a la caracterizacion morfoldgica de MIPs.

T'écnica analitica

POROSIMETRIAS

CROMATOGRAFIA
DE EXCLUSION
MOLECULAR
INVERSA
(ISEC)

MICROSCOPIA DE
FUERZA ATOMICA
(AFM)

- Diferencia

Informacion obtenida

Adsorcién/
Desorcion
de ] g >
Proporcionan informacion sobre:
NITROGENO
- Area de  superficie
especifica (m? g').
- Volumen de  poro
especifico (mL g1).
- Distribucién del tamafio
de poros.
o - Diimetro medio de
Intrusién/
Extrusion poros.
de
MERCURIO
Proporciona  informacién  sobre la

arquitectura porosa del polimero de
impronta que se presenta como fase
estacionaria  sobre la  que  se
cromatograffan polimeros solubles de

distribucion de  pesos  moleculares
conocidos.
Petfil topografico tridimensional

cuantitativo de la superficie.

Diferencia entre fase amorfa y cristalina
en un polimero semictistalino.

entre homopolimeros y

copolimeros.
Estudio de propiedades mecanicas.

Seguimiento de procesos “in situ”.

Observaciones Ref.

Intervalo  de trabajo para
poros de tamano 0.007-0.5
un.

Adecuado para la evalnacion
de microporos (< 2nm) y
mesoporos (Znm < 50 nm).

[25,48,
107]

Intervalo  de trabajo para
poros de tamaiio 0.002-100
un.

Se puede utilizar para la
evalnacidn — de  mesoporos
(2nm < 50 nm) pero es miis

sensible para macroporos
(> 50 nm).

Porosimetria por interaccion

e [48,108]
liquido-sdlido.

[103]

Técnica poco utilizada.

Abreviaturas: AFM: wmicroscopia de fuerza atomica (del inglés “atomic force microscopy”), SEM: miicroscopia electronica
de barrido (del inglés “scanning electron microscopy”), ISEC: cromatografia de exclusion molecular inversa (del inglés
“Inverse size-exclusion chromatography”).
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Tabla 23. Métodos analiticos aplicados a la caracterizacion quimica de MIPs (continuacion).

Técnica analitica Informacion obtenida Observaciones Ref.

- Se obtiene la imagen superficial con los
electrones secundarios que se generan en
la interaccion de la radiacién electrénica
con una capa superficial y fina (inferior a

MICROSCOPIA unad .micra) de la ml(llestra de polimero Sz'mp/z'ﬂ'g.k’zd en el proceso de
ELECTR ONI CA DE mediante un proceso de rastreo preparacion de muestras. 109 1 10
BARRIDO - Aporta informacién sobre la motfologia  Muestras no recuperables: es [ > ]
(SEM) de las particulas poliméricas y de los  necesario el metalizado
macroporos supetficiales. previo.

- Especial interés para la evaluacion
motfolégica de particulas de MIP (eg.
granulares, esféricas).

Abreviaturas: AFM: wmicroscopia de fuerza atdmica (del inglés “atomic force microscopy”), SEM: miicroscopia electronica
de barrido (del inglés “scanning electron microscopy”), ISEC: cromatografia de exclusion molecular inversa (del inglés
“Inverse size-exclusion chromatography”).

1.3.3. CARACTERIZACION DE LOS SITIOS DE UNION ESPECIFICA:
ISOTERMA DE ADSORCION

En los polimeros en estado sélido, semicristalino u amorfo, suele ser habitual
describir los diferentes mecanismos de adsorcion y retenciéon de compuestos mediante

el empleo de isotermas de adsorcion [111,112].

La selectividad de los MIP, las constantes de afinidad y la densidad de los sitios
de unién se calculan a partir del ajuste de los datos experimentales a un modelo de
isoterma de adsorciéon adecuado. Para seleccionar el modelo apropiado, se debe tener
en cuenta que el sistema debe de estar termodinamicamente en equilibrio y no
introducir parametros suplementarios que nos alejen del significado quimico del

experimento.

Existen distintos modelos matematicos de isotermas de adsorciéon que se han
aplicado a la caracterizacioén de polimeros de impronta molecular [113] y proporcionan
una buena descripcién de muchos de los fenémenos observados en estos polimeros.
Estos modelos pueden dividirse en dos clases: modelos discretos y modelos de

distribucién continua. Los modelos discretos simplifican la distribucién de afinidad en
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un numero finito de sitios de unién y cada uno de los cuales posee una afinidad

diferente. Por otra parte, los modelos de distribucion continna consideran una funcién

continua con un numero infinito de sitios de unién para modelizar dicha distribucion.

En la tabla 24 se recogen algunos de los modelos mas utilizados.

Tabla 24. Modelos de isotermas de adsorcién [113].

Modelo de isoterma de

adsorcion
Modelos discretos

LANGMUIR

BI-LANGMUIR

JOVANOVIC

BI-JOVANOVIC

FREUNDLICH

FREUNDLICH-LANGMUIR

FREUNDLICH-JOVANOVIC

Ecuaciéon Ref.
gkF
= 1+ AF G [114]
B= ﬂi; + fif; © [115]
B=g(1-¢"*") ®) 116

B=g¢,(1-“")+g,(1-c*") ©)

Modelos de disttibucion cotinua

B=aF" @ [111]
n
p= @ [117]
1+ £F"
B=g(1—¢"") (10)  [118]

Abreviaturas: B: cantidad de analito unido al polimero, F: cantidad de analito libre, £ (eq. 5,6,8,9):
constante de afinidad, q: densidad de sitios de union, n: pardmetro de beterogeneidad,

Los modelos de Langmuir (5) y Jovanovic (8) muestran una version

simplificada del comportamiento de estos polimeros al considerar una tnica constante

de afinidad y la ausencia de heterogeneidad en los sitios de unién. Por otro lado, los

modelos Bi-Langmuir (6) y Bi-Jovanovic (9), describen el mecanismo de

adsorcion/union dual, con dos clases distintas de sitios de unién, de alta y de baja

afinidad.

La isoterma de Freundlich (4) describe una distribuciéon continua de distintas

clases de sitios de unién en donde se incluye el parametro 7, que representa el grado de

heterogeneidad de la muestra adoptando valores comprendidos entre 0 y 1. Cuanto mas

homogéneo sea el material, mas cerca de 1 estara el valor de » y menos dispersa sera la

afinidad de los sitios de union especificos.

181



Fluoroensayo basado en MIPs para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

Ademas existen dos modelos de ajuste basados en isotermas bi-modales, el
modelo de Freundlich-Langmuir (7) [119] y el modelo de Freundlich-Jovanovic
(10) [118], que describen un mecanismo de unidén hibrido entre la distribucién
continua de centros activos que postula el modelo de Freundlich y la homogeneidad
propuesta por los modelos de Langmuir y Jovanovic. Con ellas se permite ajustar

simultaneamente las regiones de saturacion y no saturacion de la isoterma de union.

1.4. APLICACIONES DE LOS POLIMERQS DE IMPRONTA MOLECULAR

En los ultimos afos, se ha producido un crecimiento exponencial del nimero
de publicaciones dedicadas a la técnica de impronta molecular y, por ende, del

volumen de aplicaciones desarrolladas (figura 40) [120].

Desde su primera aplicacion en 1972, dentro del campo de los polimeros
organicos, se han empleado con éxito materiales poliméricos de elevada especificidad
en areas muy variadas como cromatografia, electroforesis capilar, sensores y
catalisis [121-127] y para distintas aplicaciones, como el analisis medioambiental,

clinico y biotecnologia [99,126,128].

500

Il Revistas especilizadas
[ PAaginas web
400 - [ Otros

300 A -

200 A

n° publicaciones

100 -+

1 1 1 |5

LC SPE CEC SENSOR MIA

Figura 40. Representacion esquematica de las areas de Quimica Analitica en donde se aplica con éxito la
tecnologia de polimeros de impronta molecular (MIPs). Articulos cientificos publicados desde 1985 hasta
octubre de 2005 [9]. Otros: Articulos divulgativos, citas en prensa, tesis doctorales, etc..
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1.4.1. APLICACIONES EN SINTESIS Y CATALISIS

Los MIPs sintetizados a partir de plantillas quirales o proquirales tienen sitios
de unién que son intrinsecamente asimétricos pudiéndose considerar similares a los
dominios de union de las enzimas, aunque con mas restricciones conformacionales. La
analogfa con los sitios de uniéon enzimaticos es notable. En particular, la definicion
espacial y direccionalidad de los grupos funcionales quimicos ofrecen un gran
potencial para la sintesis selectiva y asimétrica en el interior de las cavidades de los
polimeros. Los primeros ejemplos fueron descritos por Damen y Neckers [129] y por
Shea y col. [130]. Este ultimo describe la sintesis de MIPs enantioselectivos. El uso del
racemato del éster zrans-1,2-ciclobutanodicarboxilico durante la impronta produjo deido
ciclopropanodicarboxilico racémico, mientras que la impronta con el isémero (-)-trans,
produjo un incremento en la pureza enatiomérica del derivado ciclopropanico
recuperado. A pesar de que el exceso del enantiomero inducido por la impronta fue
bajo (< 0.05%), los resultados demuestran que pueden prepararse productos con

estequiometria definida mediante esta metodologfa.

El nimero creciente de publicaciones en las cuales los MIPs se han utilizado
como reactivos, soportes auxiliares sintéticos (e.g. B-eliminaciones [131], condensacién
alcoholica [132], reaccién Diels-Alder [133], hidrdlisis alcalina), sugiere que hay un

gran potencial para las aplicaciones de estos materiales en este campo.

1.4.2. APLICACION EN TECNICAS DE SEPARACION
1.4.2.1. CROMATOGRAFIA
El uso de MIPs como fases estacionarias en cromatografia liquida es, sin duda,

la aplicaciéon mas utilizada para la evaluacion de estos polimeros [134,135].

La primera aplicaciéon de los MIPs fue como fases estacionarias en
cromatografia de afinidad, en particular para la resoluciéon de mezclas racémicas. El
proceso de impronta introduce la capacidad enantioselectiva en los polimeros que se

sintetizan a partir de plantillas quirales.
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La particularidad de los MIPs, comparada con fases estacionarias quirales
convencionales, es que su selectividad esta predeterminada. Los valores tipicos para el
factor de selectividad estan comprendidos entre 1.5 y 5.0, aunque en algunos casos se
pueden obtener valores mayores [82]. Si la molécula de interés contiene mas de dos
centros quirales, como en el caso de los hidratos de carbono, las propiedades de estos
materiales de impronta llegan a ser mas relevantes. Por ejemplo, un polimero para el
dipéptido Ac-L-Phe-L-Trp-OMe fue capaz de reconocer especificamente el isémero

usado como plantilla respecto a los otros tres estereroisémeros DD, DIy LD [1306].

En los dltimos afios, se han descrito algunos procedimientos de sintesis y
evaluacion de MIPs selectivos a antibi6ticos B-lactamicos aplicados a técnicas
cromatograficas [137]. En este sentido, Skudar y col. [138] han desarrollado polimeros
de impronta molecular para penicilinas utilizando como molécula plantilla penicilina
V, penicilina G y oxacilina. L.os MIPs fueron evaluados tanto en fase organica como
acuosa y se comprob6 que todos ellos presentaban una adecuada selectividad para

estos antimicrobianos (ver figura 41).

70 70
Volumen muerto Volumen muerto
60 / 60 /
2 Bacitracina 2 Bacitracina
< 504 < 50 -
E E Penicilina V
ks ] +
g 40+ 2 407 / Penicilina G
3 3 *
S 39 Penicilina V . 5 - Oxacilina
§ + Oxacilina § 30
© Penicilina G ©
o 20 - \ o 20
© ©
f_é’ ]
) 10 A lg 10 A
n n
01~ 01~
—10 T T T T T T T 'lO T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
t, min t, min

(@) (b)
Figura 41. (a) Cromatograma obtenido para la separacidon de oxacilina, penicilina G, penicilina V y otro
antibiodtico no Slactamico (bacitracina) empleando un MIP sintetizado a partir del monémero 4-vinilpiridina, el
entrecruzante TRIM y oxacilina como molécula plantilla. Los analisis se llevaron a cabo con acetonitrilo—acido
acético (99:1, v/v) como fase mévil; (b), mismas condiciones pero utilizando el respectivo polimero de control
[138].
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Por otro lado, Prasad y col. [139] han preparado, caracterizado y optimizado
cromatograficamente particulas esféricas de silica-MIP selectivas a oxazolonas

generadas a partir de cefalosporinas y penicilinas.

En la tabla 25 quedan recogidos una seleccion de estudios en donde los MIPs
se han utilizado para separaciones cromatograficas de productos naturales,

farmacéuticos y compuestos de interés clinico y medioambiental.

Tabla 25. Aplicaciones de los MIPs como fases estacionarias en cromatografia liquida.

Analito Composicion MIP Ref.

(monémero/entrecruzante /morfologia)

Cromatografia liquida (LC)

AMINOACIDOS MAA/TRIM/bloque (particulas granulares) [140]
ATRAZINA MAA/EDMA /bloque (particulas granulares) [141]
NICOTINA TFMAA/EDMA /monolito [1 42]

ESTEROIDES MAA/EDMA /bloque (particulas granulares) [1 43,144]
NAPROXEN 4-VP/EDMA /bloque (particulas granulares) [36]

ZEARALENONA 1-ALPP/TRIM/bloque (particulas granulares) [145]

EFEDRINA MAA/EDMA y PETRA/bloque (particulas granulares) [146]
(i:;;)?;iﬁj\iﬁﬁgé) MAA/TFMAA /hichamiento multipasos (patticulas esféricas) [l 47]
OXAZEPAM (ALCALOIDE) MAA/-/bloque (patticulas granulares) [1 48]
Cromatografia en capa fina (TLC)
EFEDRINA Y ANALOGOS MAA/EDMA/bloque (patticulas granulares) [1 49]
Electroforesis capilar (CE)
PROPANOLOL N-actiloil-alanina/EDMA /bloque (patticulas granulares) [l 50]

Abreviaturas: LC: cromatografia liguida, TLC: cromatografia en capa fina, CE: Electroforesis capilar, MAA: deido
metacrilico, TRIM:  Trimetilolpropano  trimetacrilato, EDMA:  Etilenglicol ~ dimetacrilato, TFMAA:  dcido
trifluorometilacrilico, 4-N'P: 4-vinilpiridina, PETRA: pentaeritritol triacrilato, 1-ALPP: 1-alilpiperazina.

1.4.2.2. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)

La extraccion en fase solida (SPE) es la técnica en la que mayor aplicaciéon ha
encontrado hasta el momento los MIPs [122,151,152]. La mayoria de los polimeros de
impronta molecular tienen selectividades y constantes de afinidad muy altas, lo cual les
hace especialmente adecuados para incrementar la selectividad en SPE. Comparados
con los inmunoadsorbentes, estos materiales presentan las siguientes ventajas: soz fdciles
de preparar, coste bajo, rdpida y gran reproducibilidad en la preparacion y mayor duracion del

material,
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Por tanto, la aplicacion de estos polimeros en técnicas de extraccion en fase
solida (MIP-SPE o MISPE, del inglés “molecularly imprinted polymer based solid phase
extraction”) puede considerarse como una técnica prometedora para la limpieza y

enriquecimiento selectivo de analitos presentes en muestras complejas.

desde métodos de

El procedimiento experimental utilizado abarca
preconcentracion en linea [153-155], preconcentraciones convencionales en cartuchos
de SPE [156-158] hasta procedimientos en el que el MIP se incuba previamente con la

muestra (MSPD, del inglés “matrix solid phase dispersion”) [159].

El primer ejemplo de MISPE fue descrito en 1994 por Sellergren y col. que
emple6 un MIP selectivo a pentamidina para la preconcentraciéon y limpieza en
continuo de muestras de orina enriquecida [160]. Desde entonces son numerosisimos
los trabajos publicados de aplicaciones MISPE para la determinacién de multitud de
analitos en diversas muestras medioambientales (agua de rio, subterranea, residual, de
mar, extracto de suelos, etc.), fluidos biologicos (orina, suero, plasma y sangre), tejidos,

alimentos, plantas medicinales, etc. (ver tabla 26) [161].

Tabla 26. Aplicaciones representativas del MISPE para la extraccion selectiva de compuestos en
muestras medioambientales y biolégicas.

Analito gr?:;):i(s) Matriz ﬁeig;:i};) Sistema analitico Ref.
TERBUTILAZINA No covalente Agua de rio En continuo MISPE-HPLC-UV [1 23]
BENZO(2)PIRENO  No covalente  Agua de lago y grifo  Discontinuo HPLC-Fluorescencia [162]

BISFENOL A No covalente Agua de rio En continuo  MISPE-HPLC-Fluorescencia  [163]
IBUPROFEN No covalente Agua de rio Discontinuo HPLC-UV [1 64]
NAPROXEN No covalente Orina Discontinuo HPLC-UV [1 65]
2-AMINOPIRIDINA  No covalente Suero En continuo MISPE-DPE-UV [160]
OXY No covalente Rifién cerdo Discontinuo HPLC-UV [1 67]
CLENBUTEROL  No covalente Higado MSPD HPLC-MS [168]
IBUPROFENO RAM-MIP Suero En continuo HPLC-UV [1 69]
CEFX No covalente Suero En continuo MISPE-DPE-UV [1 70]

Abreviaturas: OXY: oxitetraciclina, CEFX: cefalexina, RAM: medio de acceso restringido (restricted access media),
DPE: elucion pulsada diferencial (differential pulsed elution).

Un ejemplo de un método MISPE para la determinacion de antibidticos -

lactamicos es el desarrollado por Lai y col. para la determinaciéon de cefalexina en
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plasma humano y suero. La sintesis del MIP se realizé utilizando cefalexina como
molécula plantilla y TFMAA/EDMA como pateja mondémero/entrecruzante. El
polimero se empaquet6é en una microcolumna y mediante elucién pulsada diferencial
(DPE, del inglés “differential pulsed elution™) se consiguié la elucidon selectiva del

antibiético con un limite de deteccién de 100 pg L1

Cabe destacar que para aplicaciones analiticas de MISPE es problematico usar
directamente el analito de interés como molécula molde, ya que su eliminacién total
del MIP es dificil y se puede ver afectada la exactitud y la precision de la medida
analitica. Una posible soluciéon es usar como plantilla un analogo del analito para
realizar la impronta. Esta aproximacion ha sido descrita por Andersson y col. en una
publicacién que detalla el uso de MIPs para la preconcentracién de sameridina, en

plasma humano, previa a su cuantificaciéon por cromatografia de gases (GC) [159].

1.4.2.3. ELECTROCROMATOGRAFIA CAPILAR (CEC)

La electrocromatografia capilar (CEC, del inglés “capillary electrochromatography”)
combina el uso de una fase estacionaria de cromatografia liquida con la separacion

electroforética mediante una fase moévil dirigida mediante ésmosis [171].

En los dltimos afios, han surgido un gran nimero de estudios basados en MIP-
CEC [172]. Las investigaciones se han centrado principalmente en la adaptacion de la
tecnologia de impronta molecular a CEC, concretamente en el empaquetamiento de

MIPs como fases estacionarias en columnas capilares [173].

1.4.3. SENSORES

Los sensores quimicos son una alternativa de bajo costo y de gran poder
analitico frente a las tecnologias convencionales para la identificaciéon de analitos en

presencia de numerosas especies interferentes.

Un sensor quimico [174] es un dispositivo capaz de transformar una

informaciéon quimica sobre la muestra, por ejemplo la concentracion de un
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componente especifico de la misma o bien un analisis total de su composicion, en una
sefial analitica util. La informacién quimica investigada puede originarse en una
reaccion quimica en la cual interviene el analito, o bien a partir de una propiedad fisica
del sistema investigado. El éxito de un sensor quimico depende de la eleccion

apropiada del elemento de reconocimiento y el transductor.

Los sensores acoplados a MIPs pueden dividirse en tres grupos: sensores de

adsorcion, sensores receptores y sensores enzimo-minéticos [175].

1.4.3.1. SENSORES DE ADSORCION

Son los sensores mas comunes en este tipo de aplicaciones. En este caso, la
deteccion se basa en la medida del analito adsorbido en el MIP inmovilizado en la

superficie del detector [176,177].

En base a este principio, se han desarrollado sensores con detecciéon Optica para
la determinacion de flavonol, utilizando un sistema de inyecciéon en continuo (FI, del
inglés “flow injection”) y particulas de MIP empaquetadas en una célula de flujo [178].

Del mismo modo, se han determinado PAHs utilizando poliuretanos selectivos [179].

Otro ejemplo de transducciéon oOptica es la medida de fosforescencia a
temperatura ambiente (RTP, del inglés “room temperature phosphorescence”) de nafcilina
que interacciona de forma selectiva con materiales de impronta, tanto en forma de

peliculas como de particulas granulares [180].

Una técnica alternativa es aquella basada en transductores acusticos sensibles a
la variacion de masa, como la microbalanza de cristal de cuarzo (QCM, del inglés
113 . ) 1 . ., , .

quartz, crystal microbalance™) que se utilizan en combinacién con polimeros de impronta
molecular. L.a acumulacién del analito en el MIP produce un cambio en la masa del
disco sensor y, en consecuencia, una disminucién cuantificable en la frecuencia de
oscilacion. Las ventajas del uso de este dispositivo para el disefio de sensores son: su
simplicidad, la interpretacion sencilla de la respuesta del sensor y su compatibilidad con numerosos

disolventes y analitos.
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Utilizando este transductor, el grupo de Percival [181] ha desarrollado un sensor
MIP-QCM para la determinaciéon de L-mentol en fase liquida. Se analiz6 la unién
selectiva del analito y se cuantific6 mediante la variacién de frecuencias de la QCM. El

limite de detecciéon del L-mentol fue de 200 pg L1

1.4.3.2. SENSORES RECEPTORES

Los sensores receptores se basan en la capacidad del MIP de modificar alguna
propiedad medible, como la conductividad, permeabilidad o potencial de superficie, al

unirse al analito [60].

Alternativamente, los sensores se pueden disefiar de tal manera que un
monoémero funcional cambie sus propiedades al interaccionar con el analito [182] o
incorporar un fluoréforo marcador al polimero de forma que su sefal de fluorescencia
varie durante la interaccién directa con el analito. Estos MIPs fluorescentes o
fluoroMIPs presentan grandes atractivos ya que la modificacion de la intensidad de

fluorescencia permite la deteccién de analitos a muy bajas concentraciones [183].

En este sentido, Takeuchi y colaboradores [184] integraron la porfirina de
Zn(1T) (1) (Figura 42) en un MIP para complejar la (—)-cinconidina (2), produciendo la
desactivacion de la fluorescencia del complejo porfirinico. Se determiné un valor de la
constante de asociacion Kas = 1.14 107 mol L1, valor diez veces mayor que la Ky
medida para dos MIPs analogos, uno preparado sin (1) y otro sin MMA.

by

o
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Figura 42. Representacion del complejo de prepolimerizacion de la (-)-cinconidina (2, azul) y la porfirina de
Zn(I1) monofuncionalizada (1, rojo).
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Este principio, también se ha aplicado en la determinaciéon de cAMP en medio
acuoso [185], para el analisis de L-triptéfano tras desplazamiento de un desactivador de
la fluorescencia alojado en el polimero [186] o para la determinaciéon de D-fructosa por

el incremento de la fluorescencia del MIP marcado con antraceno [187].

1.4.3.3. SENSORES ENZIMO-MIMETICOS

Las enzimas se han empleado extensamente para la construccion de biosensores
[188]. Los MIPs sintetizados a partir de plantillas quirales o proquirales tienen sitios de
union que son intrinsecamente asimétricos y pueden considerarse similares a los sitios
de unién de las enzimas, aunque con mas restricciones conformacionales. Por lo tanto,
el uso de polimeros de impronta cataliticamente activos para el desarrollo de
sensores, parece el modo mas directo y atractivo de reemplazar los actuales

biosensores por otros cuya fase sensible sea mucho mas estable.

Aunque existen algunas publicaciones cientificas que demuestran que pueden
prepararse MIPs con esteroquimica definida y memoria quiral de la plantilla, hasta el
momento no existen ejemplos practicos de su aplicacion como materiales de
reconocimiento en dispositivos sensores. No obstante, el numero creciente de
publicaciones en las cuales los MIPs se han utilizado como soportes cataliticos
sintéticos, sugiere que hay una gran potencial para la fabricacién y aplicacién de estos

materiales [189-191].

Por ejemplo, Strikovsky y col. [192] han sintetizado particulas esféricas de MIP
enzimo-miméticos de alta selectividad mediante la copolimerizacion de EDMA con un
monémero basado en derivados de amidina y utilizando difenil fosfato como molécula
plantilla. La actividad catalitica desarrollada por los polimeros preparados fue evaluada
mediante la hidrdlisis de difenil carbonato y difenil carbamato. Segin los autores, las
constantes de Michaelis-Menten obtenidas con los polimeros de impronta, son las

mejores publicadas para MIPs cataliticos hasta la fecha.
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1.5. DESARROLLO DE ENSAYOS EMPLEANDO POLIMEROS DE
IMPRONTA MOLECULAR (““Molecularly imprinted assay™, MIA)

Dado que los polimeros de impronta molecular comparten con los anticuerpos
su capacidad de uniodn selectiva a una molécula diana, resulta l6gico pensar que la gran
diversidad de técnicas desarrolladas para la determinacion de analitos mediante
inmunoensayos (e.g. RIA, radioinmunoensayos, ELISA) [193-195] pueden emplearse
para ensayos que utilicen MIPs como materiales de reconocimiento (MIA, del inglés

“molecularly imprinted sorbent assay”).
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Figura 43. Esquema de un ensayo MIA: (1) MIP aislado, (2) analito y sonda se afiaden al MIP, (3) analito y
sonda compiten por los sitios de union.

La mayoria de los métodos desarrollados estain basados en ensayos de tipo
competitivo, en los que el analito y una pequefia cantidad de analogo marcado
compiten para unirse a un numero limitado de sitios de unién especificos del
polimero. La cantidad de analito marcado unido al polimero sera proporcional a la

cantidad de especie no marcada presente en la mezcla (Figura 43).

1.5.1. RADIOENSAYOS

El primer ensayo con elementos de impronta molecular fue descrito por
Vlatakis y col [26] en 1993 y presentaba un disefio similar al radioinmunoensayo (RIA,
del inglés “radioinmunoassay”). El experimento se aplico a la determinacién de teofilina,

un broncodilatador de extenso uso médico.
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A diferencia de los ensayos RIA, la muestra de plasma conteniendo la droga no
se anadié directamente al MIP sino que, en primer lugar, la teofilina se extrajo
utilizando un disolvente organico. A esta solucidon se afiadié la droga marcada y el
MIP, incubando durante cierto tiempo para que se produjera la competicion entre el
analito y el derivado marcado por los sitios de unién. A continuacién, el MIP se
centrifugd y la radiactividad del sobrenadante se determiné mediante un contador de
centelleo con un intervalo dinamico entre 14 — 224 umol L. Los resultados se
correlacionaron de manera excelente con un inmunoensayo comercial. Otros

ejemplos, publicados recientemente, se recogen en la tabla 27.

Tabla 27. Aplicaciones MIA empleando marcadores radiactivos [196].

. Disolvente de .
Analito Marcador - Competidores Ref.
(a) ACN/CH;COOH, . . g
TEOFILINA 3H-Teofilina 0 T Thase gy, || ZES P Eeloorian, GRitsten, [197]
(5) ACN, (d) Tolueno otras xantinas
(4) ACN,
ATRAZINA 14C-Atrazina 0T fo ﬁﬁogﬁ?ﬁ;’Twm 20 Atrazina, otras triazinas [1 98]
(1.5%)
i 3T (a) Tolueno, 8z
MORFINA H-Morfina () Gitrato pHL 6/ Etanal (90:10) Mortfina, otros opidceos [1 99]
(a) Tolueno, S-Propanolol, R-propanolol,
S-PROPANOLOL  3H-S-Propanolol (b) Tanpones acuosos, racémicos de drogas [200]
(c) 60% plasma relacionadas
2,4-D 14C-2,4-D T fogfato p 1?077/0/3#0” S e relacionados, ésteres [201]
CAFEINA 14C-Cafeina @ HQD;Z)”ZEII\?F 651 Cafeina y teofilina [52]
4-NITROFENOL  C-4-Nitrofenol ACN 4-Nitrofenol [202]

Abreviaturas: ACN: acetonitrilo, THE: tetrabidrofurano, CH;COOH: deido acético, 2,4-D: dcido 2,4-
diclorofenoxiaceético.

1.5.2. ENSAYOS BASADOS EN MARCADORES NO-RADIACTIVOS

Los compuestos radiactivamente marcados son virtualmente idénticos a los no
marcados y, a menudo, asequibles comercialmente. Sin embargo, el riesgo sanitario

asociado al uso de material radiactivo, impulsé el desarrollo de sistemas de deteccion
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menos peligrosos. La detecciéon fluorescente, colorimétrica y enzimatica son
alternativas posibles y, por ello, se han desarrollado fluoro-ensayos (MIFA, del inglés
“molecularly imprinted fluoroassay™), cromo-ensayos, ensayos enzimaticos, etc. también

basados en los polimeros de impronta molecular (tabla 28) [196].

Tabla 28. Aplicaciones MIA empleando marcadores no radiactivos [196].

Analito Marcador Disolvente de Competidores Ref.
ensayo

Marcadores cromdodforos

Cloramfenicol-rojo Cloramfenicol, cloramfenicol [2 0 3]

CLORAMFENICOL ACN

de metilo diacetato, tiamfenicol
BIO?IN METIL Biotin nitrofenil éster ACN Biotin metil éster [204]
ESTER
Marcadores fluorescentes
TRIAZINA 5_(4.’ G_dICIOrOtrlszll) Etanol Triazina, atrazina, simazina [20 5]
aminofluoresceina
Cloramfenicol Cloramfenicol, cloramfenicol
: ACN ’
CHSILIHINCOI dansilado diacetato, tiamfenicol [206]
5-(4,6-diclorotriazil) Atrazina, atraton-D,
ATRAZINA aminofluoresceina A metribuzina [207]
Marcadores enzimiticos
Fosfato pH 7/ Triton 2,4-D, acidos y éstetes
24D 2:4-D-TOP X-100 (99.1:0.1) relacionados [208]
EPINEFRINA  Notepinefrina-HRP Fosfato pH 6 Epinefrina y otras hormonas [209]
catecolaminas
LR-MICROCISTINA  Microcistina-HRP Fosfato pH 7 L aRerEi ey (e [210]

péptidos relacionados
Sondas no andlogas cromdforas/fluorescentes

7-catboxi-metoxi-4-  Fosfato pH 7/ Triton 2,4-D, aromaticos [21 1]

24D metilcumarina X-100 (99.9:0.1) relacionados
Sondas anilogas electroactivas

Fosfato pH 7/ MeOH 2,4-D, aromaticos
©9:1) relacionados

Abreviaturas: ACN: acetonitrilo, MeOH: metanol, 2,4-D: dcido 2,4-diclorofenoxiacético, HRP: peroxidasa de
rabano, TOP: peroxidasa de tabaco.

2,4-D Acido homogentisico [21 2]

No obstante, la seleccion del marcador supone una etapa critica en el desarrollo
del ensayo ya que puede afectar a la selectividad y al limite de detecciéon del método.
Un ejemplo es la determinacioén de cloramfenicol. Cuando éste se marco con rojo de

metilo, el limite de deteccién obtenido en los ensayos de desplazamiento en continuo
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fue de 15 pg L1 [213]. Posteriormente, se desarroll6 un ensayo fluorescente que

mejoro las caracteristicas del anterior con una mayor selectividad y un menor limite de

deteccion (LD = 8 pug L) [200].

Existen cuatro alternativas a la hora de disefnar un MIA basado en el uso de

sondas no radiactivas:

o L/ polimero se sintetiza utilizando el analito como plantilla y un conjugado marcado del analito

comto competidor directo.

Piletsky y col. [214] han descrito un ensayo competitivo utilizando conjugados
fluorescentes y MIPs en forma de membrana. La atrazina (1) y la 5-[(4,6-diclorotriazin-
2-il)amino]fluoresceina (4) compiten por los sitios de uniéon del MIP siendo la
concentracion de sonda en el sobrenadante proporcional a la concentraciéon de
herbicida. Los polimeros fueron selectivos para la atrazina frente a la triazina (3) y la

simazina (2) (figura 44).
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Figura 44. Estructuras de la atrazina (1), triazina (2), simazina (3) y del conjugado de fluoresceina (4) [214].

o L/ polimero se sintetiza utilizando el analito marcado como plantilla.

Chow y col. [215] sintetizaron un derivado de la DI-homocisteina con el
fluoréforo N-(1-pirenil)maleimida para preparar, a continuaciéon, un MIP con el
conjugado en vez de con el analito. La respuesta del polimero fue lineal en el intervalo

de concentraciones 0 — 3 umol L1,
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La desventaja de esta técnica se centra en el aumento de los llamados fa/sos
positives, ya que este tipo de polimeros de impronta son selectivos tanto al analito como

al marcador que constituye el conjugado utilizado como molécula plantilla [196].

o L/ polimero se sintetiza utilizando el analito como plantilla y una sonda_estructuralmente no

relacionada con el analito como competidor directo.

La viabilidad de este ensayo depende de la capacidad de la sonda para unirse al
polimero. La sonda ideal sera aquella que posea grupos funcionales similares a la

molécula plantilla y se una especificamente al MIP [216,217].

Un ejemplo de este tipo de ensayos es la detecciéon de 2,4-D con MIPs
utilizando un derivado de la cumarina como sonda fluorescente [211]. La selectividad y
sensibilidad del ensayo son del mismo orden que los obtenidos utilizando el mismo
polimero en un radioensayo. Este método puede ser utilizando tanto en medio acuoso

como medio organico, con un limite de detecciéon de 100 nmol L1

cl o) o) o) COOH
o) COOH

cl
) )

Figura 45. Estructuras de la 2,4-D (1) y del CMMC (7-carboxi-metosi-4-metilcumarina) (2) [209].

o L/ polimero se sintetiza a partir de una molécnla plantilla sin relacion estructural con el analito.

Esta aproximacion adolece de las mismas desventajas que la segunda alternativa

propuesta. El nimero de publicaciones cientificas basadas en este esquema es minimo

[218].

Otra opciéon posible para la deteccion del analito en MIA es utilizar un
conjugado enzimatico del mismo. Son pocos los ensayos de este tipo que se han

descrito hasta el momento. Surugiu y col. [201] han usado la peroxidasa del tabaco
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(TOP) como marcador desarrollando un ensayo para el acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) en el que se mide la actividad enzimatica del sobrenadante. Se demostré que el

2,4-D competia con el 2,4-D-TOP por los sitios de unién del MIP.

Piletsky y col. [209] desarrollaron una técnica para recubrir micropocillos con
una fina capa de MIP y realizaron ensayos competitivos usando epinefrina marcada
con peroxidasa de rabano (HRP). Para minimizar los efectos de unioén inespecifica, el
ensayo se realiz6 a pH 6-8. Los resultados obtenidos para la epinefrina son excelentes
ya que el MIP sintetizado tuvo una gran especificidad y buena afinidad (Kq = 9 = 2

umol L-1), similar a los receptores naturales (Kq = 4.6 = 0.2 umol L-1).
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OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS

Como ya se expuso en el Capitulo II, uno de los objetivos del proyecto
CREAM era el desarrollo de cartuchos basados en un sistema de detecciéon éptico para
la monitorizaciéon ‘iz situ” de antibidticos B-lactamicos en leche, empleando polimeros

de impronta molecular como elementos de reconocimiento.

En este sentido, el planteamiento inicial del trabajo que aqui se expone fue
disefiar y sintetizar MIPs selectivos a antibidticos B-lactamicos que pudieran
emplearse en ensayos fluorescentes para la determinaciéon de estos compuestos. Con
este fin, se disefiaron y sintetizaron, como se ha indicado en el Capitulo III de la
Memoria, penicilinas fluorescentes con una estructura semejante a la de los analitos

objeto de estudio, capaces de interaccionar con el MIP.

En consecuencia, y teniendo en cuenta estos antecedentes, en el presente
Capitulo se describe la puesta a punto de un ensayo fluorescente basado en el
empleo de polimeros de impronta molecular para la cuantificacion de
antibidticos B-lactamicos de tipo penicilinas empleando un sistema de analisis por
inyecciéon en flujo semiautomatico. Dicho ensayo esta basado en un formato
competitivo directo en el que el antibidtico compite por los sitios especificos de

reconocimiento del MIP con un derivado fluorescente de penicilina.
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Los objetivos de este capitulo se indican a continuacion:

1. Sintesis y caracterizaciéon de los MIPs utilizando como molécula plantilla
PENG segun las pautas establecidas por el grupo de M. Kempe (Lund, Suecia),
responsable de este area en el proyecto CREAM.

2. Evaluaciéon de la afinidad de los MIPs por los derivados [-lactamicos
fluorescentes y seleccién de la pareja MIP/sonda fluorescente mas adecuada

para el desarrollo de un ensayo con Optimas prestaciones analiticas, en términos

de sensibilidad.

3. Diseno de un sistema de inyeccion en flujo adecuado para la realizacion del

ensayo.

4. Estudio de la influencia de diversas variables (eg. tiempo de incubacion,
concentraciéon de polimero y sonda) sobre la sensibilidad y selectividad del

ensayo.

5. Caracterizacion analitica del ensayo y evaluacion de la reactividad cruzada frente

a analitos relacionados estructuralmente con la PENG.

6. Aplicaciéon del ensayo desarrollado al analisis de un preparado farmacolégico de

PENG.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES
3.1.1. ANTIBIOTICOS E INHIBIDORES DE LAS B-LACTAMASAS

a. Antibidticos f-lactimicos

w _Amoxicilina base anhidra, en forma acida, 87% (AMOX, Sigma).

w Ampicilina tribidratada, en forma de sal sédica, = 86.6% (AMPI, Sigma).

m  Penicilina G, en forma de sal potasica, 95.7% (PENG, Sigma).

m  Penzcilina 17, en forma de sal potasica, 93.7% (PENV, Sigma).

»  Oxacilina monohidratada, en forma de sal sddica, 92.8% (OXA, Sigma).

m  Cloxacilina monohidratada, en forma de sal sédica, 91.8% (CLOX, Sigma).

m Dicloxacilina monohidratada, en forma de sal sédica, 92.2% (DICLOX, Sigma).
» Naftilina monohidratada, en forma de sal sédica, 87.9% (NAFCI, Sigma).

n  Cefapirina, en forma de sal sédica (CEFAP, Sigma).

w  Acido G-aminopenicilinico, 96% (6-APA, Aldrich).

b. Otros antibioticos

»  Norfloxacina, INOR, Sigma).
w  Oxitetraciclina, en forma de sal sodica (OXY, Sigma).

m  Doxiciclina, en forma de hidrocloruro, 93.7% (DOXY, Sigma).
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n  Cloramfenicol, > 98% (CLOR, Sigma).
»  Eritromicina, en forma de sal sédica, 99.9% (ERY, Sigma).
n  Tetraciclina, en forma de hidrocloruro, 95% (TCY, Fluka).

n  Dapsona (4,4’-diaminodifenil sulfona), = 97.0% (DDS, Fluka).

c. Inhibidores de las B-lactamasas

w Adido clavuldnico, en forma de sal de litio, 94.9% (CLAV). Cedido por la Prof. M.
Kempe (Lund, Suecia).

3.1.2. DERIVADOS FLUORESCENTES B-LACTAMICOS

a. Derivados de pireno

w  Adido [28,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6-/ (piren-1ilacetil)amino]-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0 ] heptano-2-
carboxilico, abreviadamente PAAP [219].

w Addo  [28,5R,6R]-3,3-dimetil-7-050-6-({ (2R )-2-fenil-2- (piren-1-ilacetil)amino] etanvil s amino)4-
tia-1-azabiciclo[3.2.0 | heptano-2-carboxilico, abreviadamente PAAM [219].

w  Acido [25,5R,6R]-6-{] (2R )-2-amino-2-(4-hidroxifenil)etanoillamino | -3, 3-dimetil-7 -0xo-4-tia-
1-azabiciclo|3.2.0 | heptano-2-carboxilico, abreviadamente PAAX [219].

w  Aido [28,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6- (4-piren-1ilbutanoil|amino|4-tia-1-azabiciclo|3.2.0 | heptano-
2-carboxilico, abreviadamente PBAP [219].

w Adido [28,5R,6R]-3,3~dimetil-7-0x0-6-({ (2R )-2-feril-2-| (piren-1-illoustanoil)amino Jetanoil s amino)4-
tia-1-azabiciclo[3.2.0 | heptano-2-carboxilico, abreviadamente PBAM [219].

b. Derivados de dansilo

w Addo  [25,5R,6R]-6-{ [(5-(dimetilamino)-1-naftil] sulfonil} amino-3,3-dimetil-7-oxo0-4-tia-1-
azabiciclo|3.2.0 ] heptano-2-carboxilico, abreviadamente DAP.

w Adido  [25,5R,6R]-6-{ [(5-(dimetilaming)-1-nafiil sulfonil s amino-2-feniletanoilJamino-3,3-dimetil-7 -
ox04-tia-1-azabiciclo[3.2.0 | heptano-2-carboxilico, abreviadamente DAM.
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3.1.3. REACTIVOS PARA LA PREPARACION DE POLIMEROS DE IMPRONTA
MOLECULAR

. Monomeros

Adido metacrilico, 9% (MAA, Sigma-Aldrich).
Metacrilamida, 98% (MAM, Sigma-Aldrich).

4-vinilpiridina, 95% (4-VP, Sigma-Aldrich).

2-hidroxieti] metacrilato, HEMA, Sigma-Aldrich)
2-(dietilamino)etil metacrilato, 99% (DAEM, Sigma-Aldrich).
Cloruro de (ar-vinilbenzil)trimetil amonio, 99% (Sigma-Aldrich).
Acrilamida, > 99% (AMM, Sigma-Aldrich).

. Entrecruzantes

Trimetil propano trimetacrilato, (TRIM, Aldrich).
Etilen glicol dimetacrilato, 98% (EDMA, Sigma-Aldrich).

, Iniciadores

1,1 ~azobis(ciclohexanocarbonitrilo), 98% (ABCHC, Aldrich).
Azobisisobutironitrilo, (AIBN, Acros).

. Otros

N-terbutoxicarbonil-I ~fenilalanina, > 98% (Boc-L-Phe-OH, Fluka).
Acetonitrilo, 2 98% p.a. (Merck).

Los mondémeros y entrecruzantes se purificaron mediante una extracciéon en

columna utilizando una resina especifica (Aldrich, Milwaukee, WI) que elimina los

inhibidores de la polimerizaciéon (eg. hidroquinona) [163]. El iniciador AIBN se

recristalizd en metanol antes de su uso.
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3.1.4. REACTIVOS Y DISOLVENTES GENERALES

a. Disolventes orgdnicos

m  Metanol, 99.8% para HPLC (SDS).
» Acetonitrilo, > 99.8% para HPLC (SDS).

b. Reactivos para Ia preparacion de disoluciones de trabajo

» Acido clorhidrico, 35% p.a. (Panreac).
s Acido sulfirico, 96% p.a. (Merck).

c. Otros reactivos

»  Agua purificada Milli-Q (Millipore).

d. Gases

»  Nitrogeno C-55, 99.9995% (Carburos metalicos).
m  Argén N-45,99.9995% (Praxair).

3.1.5. DISOLUCIONES

Todas las disoluciones acuosas se han preparado utilizando agua purificada

mediante un sistema milli-Q (Millipore) y acetonitrilo para HPLC (SDS).

w  Disolucion patrin de antibidticos 0.8 g 1.7: Se disuelve la cantidad que corresponda de
compuesto en 10 mL de mezcla hidroorganica acetonitrilo/agua en proporcion
adecuada. Las disoluciones de trabajo, de menor concentraciéon, se preparan
diariamente por diluciéon de la disolucién patrén. La disolucion final contendra

acetonitrilo-agua en una proporcion 99:1 (v/v).

»  Disolucion patrin de derivados fluorescentes p-lactamicos 0.2 g 1.7: Se disuelve 1 mg de

sonda fluorescente en 5 mL de acetonitrilo. Se mantiene en atmosfera inerte (argoén) a
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-20 °C. Las disoluciones de menor concentraciéon, se preparan diariamente por

dilucién de la disolucion patrén en acetonitrilo-agua (99:1, v/v).

3.2. INSTRUMENTACION ANALITICA

3.2.1. SISTEMA DE CONTROL Y MANEJO DE FLUIDOS

Para los ensayos en continuo se utilizé6 un sistema de manejo de fluidos
semiautomatico que consta de una bomba automatica de pistén, con jeringa de 5

ml. conectada a una valvula de distribuciéon de 8 canales (“syringe pump”, médulo

50300 de Kloehn Co., Las Vegas, NV).

Ademas, dispone de una valvula de seis canales (Omnifit, EE.UU), una valvula
de distribucién de cuatro canales (Omnifit, EE.UU) y un sistema de filtracion en linea

(Kalibrant, Inglaterra).

3.2.2. ESPECTROFOTOMETROS Y FLUORIMETROS

n Espectrofotometro Varian modelo Cary-3 Bio para la realizacién de espectros
de absorbancia (UV-vis) conectado a un ordenador para la adquisicion, tratamiento de

datos y control del instrumento empleando el software original Cary WinUV version 3.1

(Varian Inc., Palo Alto, CA).

n Espectrofluorimetro Horiba-JY modelo SPEX Fluoromax-2 provisto de una
lampara de arco de xenon (150 W) como fuente de excitacion y un tubo
fotomultiplicador R928P, de respuesta extendida al rojo. Ademas, el fluorimetro

dispone de un compartimento termostatizado de cubetas con agitador magnético.

Para las medidas de los espectros de emision de los derivados fluorescentes de
penicilinas unidos a los polimeros de impronta molecular, se utilizé el
espectrofluorimetro SPEX acoplado a una platatorma para fibra 6ptica (F-3000) y un

cable de fibra 6ptica de cuarzo bifurcado de 1 m de longitud.
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El instrumento esta conectado a un ordenador para la adquisicién y tratamiento
de datos empleando el software original Datamax Spectroscopy-Std version 2.20 (Galactic

Instruments, Salem, NH).

3.2.3. OTROS INSTRUMENTOS Y MATERIALES

m Bano termostatico Polyscience® 9015, con control digital de temperatura (+ 0.5
°C).
s pH-metro Orion 710A/ISE dotado de un electrodo combinado de vidtio.

» Balanzas analiticas (Sartorious), con 0.1 mg de sensibilidad y Metter AT261
DeltaRange®, con 0.01 mg de sensibilidad.

» Célula de flujo para medidas de fluorescencia Hellma® modelo 176.050, con
volumen interno de 450 pL. y paso 6ptico 10 X 4 mm.

m Bafio de ultrasonidos (P-Selecta).

m Filtrador de disolventes (Afora), utilizado para el filtrado de las disoluciones
empleadas con la bomba de jeringa.

» Agitador vortex, (Bio-vortex).

m  Material analitico de calidad contrastada.

m  Micropipetas (Biohit) regulables de émbolo capilar de 50, 100, 200, 500 y 1000 pL.
m  Micropipetas electronicas (Biohit) regulables de 1 y 8 canales de volumen variable.
» Sistema de purificacién de agua milli-QQ de Millipore.

s Bomba Minipuls-2 (Gilson).

m Programa de tratamiento y procesado de datos Sigma Plot 8.0, SPSS (2002),
Microsoft Excel 2003 y Table Curve 2D 5.0, MMIV Systat Software (2004).
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3.3. PROCEDIMIENTOS DE SINTESIS Y MEDIDA

3.3.1. SINTESIS DE LOS POLIMEROS DE IMPRONTA MOLECULAR

Los polimeros se prepararon siguiendo un procedimiento descrito

anteriormente [220] para la obtenciéon de MIPs mediante impronta no covalente:

- Se pesa 1 mmol (372.5 mg) de PENG en un tubo de borosilicato (45 mL) y se

suspende en 1 mL de acetonitrilo.

- Se afiaden 10 mmol (860 uL)) de MAA y la mezcla se agita suavemente hasta que se
observa la disolucion total de la molécula plantilla. En ese instante, se incorpora una

disolucién de entrecruzante TRIM (15 mmol, 4.8 mL) y AIBN (0.6 mmol, 98.5 g),

seguido de la cantidad restante de acetonitrilo (6.5 mL).

- La mezcla de prepolimerizacion se enfria y se purga con una corriente de nitrégeno

durante 10 min.

Figura 46. Imagen del reactor fotoquimico utilizado para la polimerizacion de los polimeros de impronta
molecular (longitud de onda de excitacion 350 nm).

- Finalmente, el tubo de borosilicato se sitia en un reactor fotoquimico (A = 350 nm)
durante 24 h a 4 °C obteniéndose un monolito de polimero insoluble que se muele

y tamiza hasta obtener particulas micrométricas de tamafo uniforme (50 — 100 pm).
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Todos los polimeros empleados en esta Memoria se han preparado de forma
analoga variando la naturaleza y concentraciones de los monémeros utilizados, como
se indica en la tabla 29. Los polimeros de control (CP) se sintetizaron utilizando los
mismos reactivos y proporciones pero empleando Boc-L-Phe-OH como molécula

plantilla [30].
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Figura 47. Estructuras de la PENG (a) y Boc-L-Phe-OH (b).

Tabla 29. Composicion de la libreria de MIPs (molécula plantilla: PENG: 1 mmol) estudiado en esta
Memoriay polimero de control (CP) (molécula plantilla: Boc-L-Phen-OH: 1 mmol) [30].

MIP Monémero, mmol Entrecruzante, Iniciador, Dlrsolvente
mmol mmol porégeno, mL
1 MAA TRIM AIBN ACN
(10) (15) (0.6) (7.5)
2 MAA TRIM ABCHC ACN
(10) (40) (0.5) (8.0)
3 MAA EDMA AIBN ACN
(14) (70) (0.84) (14.4)
4 MAA-MAM TRIM ABCHC ACN
(10:6) 48) (0.64) (33.6)
5 MAA-HEMA TRIM AIBN ACN
(10:6) 28) 0.4) (13.6)
6 MAA-HEMA EDMA AIBN ACN
(14:4) (90) (1.1) (25.5)

Abreviaturas: PENG: penicilina G, MAA: dcido metacrilicoy HEMA:  2-hidroxietilmetacrilato; MAM:
metacrilamida;, BEDMA:  etilen  glicol  dimetacrilato; 'TRIM:  trimetil  propano  trimetacrilato; AIBN:
Agzobisisobutironitrilo; ABCHC: 1,1 -azobis(ciclobexanocarbonitrilo).
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3.3.1.1. EXTRACCION DE LA MOLECULA PLANTILLA

La extraccién de la molécula plantilla e impurezas fluorescentes del polimero se

llevé a cabo mediante un procedimiento en etapas que se describe a continuacion:

- Inicialmente, las particulas poliméricas se lavan mediante agitaciéon automatica con
unas disoluciones metanol-acido acético (1:4, v/v) (3 X 1 h + 1 X 16 h), metanol (4
X 25 min + 1 X 16 h), acetonitrilo (3 X 2h + 1 X 120 h) y metanol (4 X 1 h + 1 X
72 h).

- A continuacion, se realiza una extraccion solido-liquido con acetonitrilo mediante
soxhlet durante 48 h. Se lavan de nuevo con acetonitrilo-agua (1:1, v/v) durante 48

h y se efectia una nueva extraccion en soxhlet con acetonitrilo puro durante 48 h.

- Finalmente, el solido particulado se seca en un horno a vacio a 40 °C durante 48 h.

La fluorescencia de las sucesivas fracciones de lavado se evalud en la region de
350-450 nm hasta observar que la ultima disolucién no presentaba una sefial
diferenciable de la correspondiente al disolvente. Ademas, se cuantificd
cromatograficamente la cantidad de PENG extraida en las dos ultimas etapas de

soxhlet, resultando ser el 0.15% y el 0.09% de la cantidad inicial de PENG,

respectivamente.

3.3.2. SISTEMA DE MEDIDA EN FLUJO (FI)

El sistema que se ha utilizado para todos los ensayos MIA esta basado en un
sistema de inyeccién en flujo. La figura 48 representa un esquema del dispositivo de

medida.

La disolucién portadora (acetonitrilo-agua (99:1, v/v)), se conduce mediante
una bomba automaitica de pistéon (A), con una jeringa de 5 ml,, conectada a una
valvula de distribuciéon de 8 canales (B) (“Syringe pump”, médulo 50300 de Kloehn
Co., Las Vegas, NV). El sistema trabaja a base de aspirar y dispensar volumenes fijos

de disolucién a un caudal de 6 ml. min-!.
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PAAP+MIP

desecho

barrera

desecho

portador

bomba de jeringa

desecho

+
valvula de distribuciéon

Figura 48. Esquema del dispositivo de medida empleado para el ensayo MIA desarrollado.

ILla muestra se introduce empleado una valvula de inyeccién de 6 vias
(Omnifit, EE.UU) (bucle 200 uL) (C) que se encuentra acoplada en serie al sistema de

bombeo automatico.

La salida de la valvula de inyeccién esta conectada a otra valvula de
distribucion de cuatro canales (Omnifit, EE.UU) (D) que permite que el flujo
pueda ser dirigido en dos direcciones distintas. En una posicion (direccion 1), el
portador es empujado a través de un sistema que actia de barrera (E) (Kalibrant,
Inglaterra) evitando el paso de particulas de MIP, con un tamafio superior a 20 um,
hacia la célula de flujo alojada en el fluorimetro y termostatizada a 25°C, donde se
realiza la medida (F). En la segunda posicion, el flujo cambia de direccion (direccion 2)

con el objeto de limpiar la barrera de particulas retenidas, eliminandolas al desecho.

La sefial de fluorescencia se detecta de forma continua excitando en el maximo
de la banda de absorcion de los marcadores fluorescentes conjugados de penicilinas y
midiendo la intensidad de emision en el maximo de la banda cada 0.5 s (eg. PAAP, Aexc

= 327 nm y em = 376 nm, Rexe/Rem = 5/7).
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3.3.3. SISTEMA OPTOSENSOR

El dispositivo usado se muestra en la figura 49. La microcélula de flujo (A)
fue fabricada en el Instituto de Microtecnologia (IMT) de la Universidad de Neuchatel
(Suiza) con vidrio y silicio [221]. Las dimensiones de la cavidad interna son de 9.3 X

2.0 X 0.25 mm, con un volumen interno aproximado de 5 pL.

Las particulas de MIP, que previamente han sido incubadas con el
fluoroderivado de penicilina, se introducen directamente en la célula (entrada 7),
acoplada a un soporte conductor de fluidos (B), mediante una bomba peristaltica
Minipuls-2 (Gilson) con tubo de PTFE (0.8 mm d. i.). Las particulas permanecen alli

retenidas gracias a la barrera fotolitografiada situada en la sa/ida 2.

La medida de fluorescencia se realiza con la fibra 6ptica (C) que se ajusta

mediante un accesorio de PVC a la zona de lectura de la microcélula (D).

() (b)

Figura 49. (a) Vista superior de la microcélula (1. Entrada del polimero; 2. Barrera), (b) Configuracion del
sistema de medida integrado por un soporte conductor de fluidos (B), donde se coloca la microcélula, la fibra
optica (C), y el accesorio de fibra éptica (D) para la medida de la fluorescencia.

3.3.4. PROTOCOLO DE ENSAYO DEL MIA

El esquema operativo esta basado en los fundamentos del MIA, concretamente
en un fluoroensayo con formato de tipo heterogéneo competitivo directo (ver

figura 50).
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Fluorescencia
sobrenadante

1

[Penicilina G]

9 Incubacién hasta equilibrio (> 7 horas)

Figura 50. Esquema del procedimiento de medida empleado para el fluoroinmunoensayo desarrollado.

En primer lugar, 5 mg de particulas de MIP se mezclan con 500 pmol de PAAP
y cantidades variables del analito patrén que corresponda (intervalo de concentracion:

1 nmol -1 — 1 mmol 1), llevandose a un volumen final de 2 mL con acetonitrilo-agua

(99:1, v/v).

A continuacién, la mezcla se incuba durante 7 h a temperatura ambiente en
tubos de polipropileno (5 mL) empleando un agitador orbital. Todas las disoluciones

se preparan por triplicado y cada muestra se analiza 3 veces (n = 9).

Ia luminiscencia del sobrenadante se determina utilizando el sistema de medida

descrito en el apartado 3.3.2. de esta seccion.

La senal de fluorescencia que se obtiene en el espectrofotbmetro es
proporcional a la cantidad de marcador fluorescente (PAAP) que ha interaccionado

con el MIP. La respuesta experimental se normaliza utilizando la ecuacién (11):

B
Senal normalizads =Sy = B (11)

0

donde B es la sefial de intensidad de fluorescencia medida en presencia de

concentraciones crecientes de PENG y By es la sefial en ausencia de antibiotico.
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El intervalo dinamico de trabajo se establecié mediante la realizacién del
correspondiente calibrado competitivo en el que se representa la sefial normalizada,

obtenida a partir de la ecuacién 11, en funcién del logaritmo de la concentracion de

PENG.

La curva de calibrado se ajusto a la ecuacion paramétrica (12) [222]:

Bma — Bm'n

Senal normalizada = S =B, +
donde Bmax corresponde a la intensidad de fluorescencia maxima en ausencia de
analito, log 1Cso es el logaritmo de la concentracién de analito en el punto de inflexién

v Bmin €s la sefial de respuesta del ensayo MIA en presencia de antibiético en exceso.

3.4. ANALISIS DE MUESTRAS REALES

3.4.1. DETERMINACION DE PENICILINA G EN UN PREPARADO FARMACOLOGICO

El fluoroensayo desarrollado basado en polimeros de impronta molecular, se ha
empleado para el analisis de un medicamento antibidtico utilizado en practicas

veterinarias.

Erbacilina Enzimatica 4+5 (Industrial Veterinaria, Espafia) fue
proporcionado por la Dra. Calista Rodriguez de la Facultad de Veterinaria (UCM,
Madrid, Espafia). La composiciéon de la muestra por dosis es 1000000 U.L. (626.6 mg)
de PENG en forma de sal potasica y 3000000 U.IL. (3000 mg) de PENG en forma de

sal procaina.

Siguiendo las recomendaciones del fabricante, las muestras liofilizadas se
reconstituyeron con 20 mlL de agua destilada y sonicando durante 10 min (valor
nominal 347 mmol L1 de PENG). A continuaciéon, 20 pul. de la suspension se

diluyeron en 50 mL de acetonitrilo-agua hasta alcanzar una proporcion final de los

disolventes de 99:1 (v/v).
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Para los estudios de recuperacion, las muestras se enriquecieron
independientemente con 20 pl. y 40 uL. de un patrén que contenfa PENG potasica y
PENG procaina (concentraciéon total de PENG 349.6 mmol L) en la misma
proporcion que el medicamento. Las disoluciones se llevaron a un volumen final de 50

mlL, analizandose como se describe en el apartado 3.3.2..
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RESULTADOS Y DISCUSION 4

El método desarrollado para la determinaciéon de antibidticos B-lactamicos esta
basado en la utilizacién de MIPs como materiales de reconocimiento selectivo en un
fluoroensayo en fase heterogénea (MIA). El formato de ensayo es de tipo
competitivo directo en el que el analito y un antibiético fluorescente compiten para

unirse al polimero cuyos centros activos se encuentran en cantidad limitante.

4.1. SINTESIS DE UNA LIBRERIA DE MIPs SELECTIVOS A PENG

Uno de los objetivos del proyecto europeo CREAM era la preparacion de una
librerfa de MIPs, siguiendo un procedimiento de impronta no covalente, empleando
PENG como molécula plantilla. Dichos polimeros, asi como los correspondientes
polimeros blanco o de control (CP) sintetizados empleando Boc-L-Phe-OH como

molécula molde, fueron preparados por la Dra. Maria Kempe de la Universidad de

Lund [30].

En la tabla 30 se recogen las composiciones de los polimeros sintetizados

destacandose los seleccionados para posteriores ensayos (*) [30].
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Tabla 30. Composicion de los polimeros de impronta molecular preparados en el marco del proyecto
CREAM (MIP: molécula plantilla PENG 1 mmol; CP: molécula plantilla Boc-L-Phen-OH 1 mmol)

/30].

MIP/CP Monémero, mmol  Entrecruzante,mmol Disolvente porégeno, mL
1* MAA (10) TRIM (15) ACN (7.5)
2% MAA (10) TRIM (40) ACN (8.0)
3* MAA (14) EDMA (70) ACN (14.4)
4* MAA-MAM (10:6) TRIM (48) ACN (33.6)
5* MAA-HEMA (10:6) TRIM (28) ACN (13.6)
6* MAA-HEMA (14:4) EDMA (90) ACN (25.5)

7 MAA (8) TRIM (8) ACN (5.2)
8 MAA (10) TRIM (10) ACN (7.5)
9 MAA (10) TRIM (20) ACN (7.5)
10 MAA (10) TRIM (30) ACN (7.5)
11 MAA (10) TRIM (50) ACN (7.5)
12 MAA (16) TRIM (16) ACN (6.1)
13 MAA (24) TRIM (24) ACN (6.0)
14 MAA (24) TRIM (24) ACN (12.0)
15 MAA (32) TRIM (32) ACN (12.0)
16 MAA (32) TRIM (32) ACN (20.0)
17 MAA (10) EDMA (60) ACN (10.2)
18 MAA (14) EDMA (70) ACN (8.0)
19 MAA (14) EDMA (70) ACN (10.0)
20 MAA (14) EDMA (70) ACN (18.0)
21 MAA-MAM (10:2) TRIM (20) ACN (10.7)
22 MAA-MAM (10:4) TRIM (20) ACN (10.7)
23 MAA-MAM (10:6) TRIM (20) ACN (10.7)
24 MAA-MAM (10:8) TRIM (20) ACN (10.7)
25 MAA-MAM (10:10) TRIM (20) ACN (10.0)
26 MAA-MAM (10:10) TRIM (60) ACN (30.0)
27 MAA-MAM (10:10) TRIM (80) ACN (40.0)
28 MAA-MAM (10:2) EDMA (100) ACN (30.0)
29 MAA-MAM (10:4) EDMA (100) ACN (30.0)
30 MAA-MAM (10:06) EDMA (100) ACN (30.0)
31 MAA-MAM (10:8) EDMA (100) ACN (30.0)
32 MAA-MAM (10:10) EDMA (40) ACN (20.0)
33 MAA-MAM (10:10) EDMA (80) ACN (24.0)
34 MAA-MAM (10:10) EDMA (120) ACN (35.0)
35 MAA-MAM (10:12) EDMA (100) ACN (30.0)
36 MAA-HEMA (10:5) TRIM (15) ACN (7.2)
37 MAA-HEMA (10:6) TRIM (12) ACN (5.7)
38 MAA-HEMA (10:6) TRIM (16) ACN (7.7)
39 MAA-HEMA (10:6) TRIM (32) ACN (15.5)
40 MAA-HEMA (10:8) TRIM (18) ACN (8.7)
41 MAA-HEMA (10:10) TRIM (20) ACN (10.5)
42 MAA-HEMA (10:6) TRIM (24) ACN (11.6)
43 MAA-HEMA (12:6) TRIM (20) ACN (9.6)
44 MAA-HEMA (10:2) EDMA (36) ACN (10.2)
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Tabla 30. Composicion de los polimeros de impronta molecular preparados en el marco del proyecto
CREAM (MIP: molécula plantilla PENG 1 mmol; CP: molécula plantilla Boc-L-Phen-OH 1 mmol)
[30] (continuacion).

MIP/CP Monémero, mmol  Entrecruzante,mmol Disolvente porégeno, mL
45 MAA-HEMA (10:2) EDMA (48) ACN (13.6)
46 MAA-HEMA (10:2) EDMA (50) ACN (7.1)
47 MAA-HEMA (10:2) EDMA (60) ACN (17.0)
48 MAA-HEMA (11:2) EDMA (72) ACN (20.4)
49 MAA-HEMA (11:2) EDMA (84) ACN (23.8)
50 MAA-HEMA (14:8) EDMA (110) ACN (31.2)
51 MAA-HEMA (14:10) EDMA (120) ACN (33.9)
52 MAA-HEMA (14:12) EDMA (130) ACN (36.8)

Abreviaturas: MAA: deudo  metacrilicoc  HEMA:  2-bidroxietilmetacrilato;, DAEM:  IN,N-djetil-2-
aminoetilmetacrilato;, MAM:  metacrilamida; EDMA:  etilen  glicol  dimetacrilato; TRIM:  trimetil  propano
trimetacrilato; ACN: acetonitrilo; AIBN: azobisisobutironitrilo; ABCHC: 1,1 -azobis(ciclobexanocarbonitrilo).

La seleccion de los monémeros y entrecruzantes se realizé de forma que la
interaccién con la molécula plantilla fuera maxima y que se favoreciese el
reconocimiento del antibiético en medio acuoso. Una de las principales limitaciones
encontradas en esta etapa fue la baja solubilidad de la penicilina potasica en
acetonitrilo, porégeno empleado en la obtencién de los polimeros para favorecer las
interacciones por enlace de hidrégeno. Los MIP/CP sintetizados se evaluaron en
ensayos de tipo competitivo empleando PENG radiactiva [30,223]. De todos ellos, a
partir de los resultados obtenidos en los radioensayos, se seleccioné una sublibreria de
seis polimeros (MIP1-6, tabla 30) para evaluar su comportamiento frente a las 3-

lactamas fluotrescentes.

4.2. EVALUACION DE LA AFINIDAD DE LOS MIPs POR LOS
DERIVADOS B-LACTAMICOS FLUORESCENTES

Uno de los factores limitantes para la aplicacién de ensayos fluorescentes en
MIA utilizando conjugados marcados es la falta de reconocimiento de estas moléculas
por parte de los centros activos del polimero de impronta molecular [224]. Para
evaluar el grado de interaccion de los derivados fluorescentes de penicilinas con los

MIPs selectivos a PENG, se determiné la reactividad cruzada de cada uno de éstos
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compuestos mediante ensayos de tipo competitivo utilizando PENG marcada

radiactivamente.

Con este fin se incubaron los MIPs seleccionados (0.1 mg) con 1 pmol de
[fenil-4(n)-*H]bencil-penicilina y 1 mL de una disolucién de sonda fluorescente de
concentracion variable (1 nmol L1 — 1 mmol L1) preparada en acetonitrilo-agua (99:1,
v/v) MIPs 1, 2 y 4) o acetonitrilo-agua (98:2, v/v) (MIPs 3, 5 y 6) durante 16 h.
Seguidamente, la mezcla se centrifugd evaluandose la radioactividad del sobrenadante.
Este tipo de ensayo es muy sensible y proporciona una informacién muy util para la

posterior optimizacion del ensayo MIA [211].

En la figura 51 y tabla 31, se muestra el porcentaje de reactividad cruzada (RC)
correspondiente a cada uno de los conjugados fluorescentes ensayados frente a la

penicilina G marcada radiactivamente.
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Mips seleccionados

Figura 51. Reactividades cruzadas (%) de los antibidticos [-lactamicos fluorescentes vs PENG marcada
radiactivamente, para los MIPs preseleccionados, obtenidas mediante radioensayos competitivos. Disolvente de
ensayo: acetonitrilo-agua (99:1, v/v) para MIP 1, 2 y 4 y acetonitrilo-agua (98:2, v/v) para MIP 3, 5 y 6. [[fenil-
4(n)-*H]bencil-penicilina] = 1 nmol L' en todos los casos.
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A la vista de los resultados obtenidos, los derivados del marcador fluorescente
dansilado (DAP y DAM) demuestran tener poca afinidad por los sitios de unioén de los

seis polimeros seleccionados (RC < 9%).

Tabla 31. Reactividades cruzadas (%) de los antibidticos [-lactamicos fluorescentes vs PENG
marcada radiactivamente para los MIPs preseleccionados, obtenidas mediante ensayos competitivos.
Disolvente de ensayo: acetonitrilo-agua (99:1, v/v) para MIP 1, 2 y 4 y acetonitrilo-agua (98:2, v/v)
para MIP 3, 5 y 6. [[fenil-4(n)-’H]bencil-penicilina] = 1 nmol L™ para todos los casos.

Competidor MIP1 MIP2 MIP3 MIP4 MIP5 MIP6
PENG 100 100 100 100 100 100
PAAP 50.4 7.0 2.6 0.3 24 66.0
PAAM 0.2 2.3 n.d. 0.4 n.d. 15.5
PBAP 1.8 8.2 23.8 0.0 3.8 30.4
DAP 0.6 0.6 23 8.7 1.0 4.2
DAM 0.8 4.4 1.5 0.5 0.7 3.9

El MIP1 es capaz de reconocer selectivamente al derivado de pireno PAAP,
mientras que el PBAP presenta un porcentaje de unién hacia el MIP6 significativo

(30.4%), aunque de menor magnitud que el PAAP (66%).

La diferencia en la capacidad de unién de ambas sondas hacia los MIPs se
produce probablemente a consecuencia del mayor grado de libertad conformacional
del PBAP, debido a la mayor longitud del brazo espaciador existente entre la entidad
fluorescente y la regién penicilinica. Por otro lado, el derivado de pireno de la
ampicilina (PAAM), es reconocido exclusivamente por el MIP6. De hecho, los
estudios realizados con el MIP6 mostraron una baja selectividad de reconocimiento de
los distintos antibiéticos B-lactamicos, al contrario de lo que sucedia con el MIP1 que

presentaba una elevada selectividad frente a la PENG.

Las estructuras tridimensionales de la PENG y el PAAP (figura 52) presentan
una conformacion compacta que parece ser el factor que determina la efectividad del
reconocimiento de la -lactama aril-sustituida por parte del MIP1. Concretamente, la
existencia del grupo metileno en la parte bencilica de la molécula, podtia ser la clave
por la que la molécula huésped adopta la forma complementaria a la presentada por la

cavidad especifica del MIP1. De este modo, el DAP, DAM y PBAP, que no presentan
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dicho grupo, adoptan una disposicién espacial mucho mas abierta y no son

reconocidos por el polimero.

PENG

PBAP

DAP

Figura 52. Estructura tridimensional de minima energia (AM-1) para PENG, PAAP, PBAP y DAP. Con fines
comparativos, se mantiene, en todas las estructuras, la misma orientacion espacial del anillo tiazolinidico
fusionado con el ciclo f-lactamico.
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Estos resultados demuestran la importancia de la geometria molecular de los
derivados fluorescentes en su reconocimiento por parte de los polimeros de impronta.
De hecho, este es el primer estudio descrito en la bibliografia [222] en el que se
demuestra la importancia del disefio molecular del andlogo fluorescente en el éxito de

los ensayos de tipo competitivo.

Por otra parte, el tamafio de la molécula también influye en el porcentaje de
uniéon especifica al polimero. Ejemplo de ello es la ausencia de interacciéon del PAAM
(figura 17, Capitulo 1II, apartado 4.1.1.) y el MIP1, a pesar de poseer un grupo
metileno semejante al PAAP y la PENG.

4.3. CARACTERIZACION DEL POLIMERO DE IMPRONTA MOLECULAR MIP1

4.3.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA MEDIANTE  MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Una vez seleccionado el polimero de impresion molecular 6ptimo para el
desarrollo del MIA, se procedi6 a su caracterizacion morfoldgica. Para ello, se
obtuvieron imagenes superficiales del MIP1 y el CP1 mediante Microscopia de Barrido

Electrénico. Las micrografias correspondientes se muestran en la figura 53.

En ambos polimeros se puede apreciar, a rasgos generales, una superficie
macroporosa, que concuerda con el perfil descrito en la bibliograffa [225] para MIPs

sintetizados con acetonitrilo como disolvente porégeno.

Por otro lado, tanto el MIP1 como el polimero de control CP1, presentan una
morfologfa similar a un conglomerado de pequefias particulas pseudoesféricas que
alterna pequefas cavidades frente a otras mayores. Esta textura coincide con la que se

suele obtener cuando se utiliza acido metacrilico como monémero funcional [99].

Finalmente, cabe destacar la existencia de pequefias diferencias superficiales
entre ambos polimeros. El CP1 presenta un perfil mas denso y uniforme que el MIP1,

en el que se observa una superficie con mayor numero de cavidades y porosidad. Esta
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circunstancia vendra dada por la diferente naturaleza de las moléculas plantilla

utilizadas en la sintesis de ambos polimeros.

(©) (d)

Figura 53. Micrografias de barrido electrénico del MIPI (a) referencia de escala 600 um y (c) referencia de
escala 10 um y CP1 (b) referencia de escala 400 um y (d) referencia de escala 10 um. Tamario de particula del
MIPI1y CPI 50— 100 um.

4.3.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA MEDIANTE POROSIMETRIA DE
ADSORCION/DESORCION DE NITROGENO

El uso de medidas de adsorcion de gases para la determinacion del area
superficial y la distribucién de tamafios de poro en materiales soélidos, esta muy
extendido y se ha aplicado satisfactoriamente en la caracterizaciéon de adsorbentes

industriales, catalizadores, pigmentos, etc.
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La medida de adsorcién en la interfase gas/sélido forma también parte esencial
de muchas investigaciones fundamentales y aplicadas sobre la naturaleza y el

comportamiento de las superficies solidas, como es el caso de los polimeros de

impronta molecular (MIPs) [220].

El primer paso en la interpretacion de una isoterma de fisisorcién consiste en
identificar el tipo de isoterma. En la figura 54 se recoge la isoterma del polimero de
impronta (MIP1) y del polimero de control (CP1). Ambas isotermas se pueden
clasificar como tipo IV segun la IUPAC [227,228].

w

o

o
1

Cantidad adsorbida, cmsg‘1 STP

Presion relativa, P/P,

Figura 54. Isoterma de (+) adsorcion y (o) desorcion de Ny a 77 K para el (o) MIP1 y el (o) CPI (ca. 0.2 g en
peso seco) y adquiridas mediante el analizador TRISTAR 3000 (Micromeritics, Miinchegladbach, Germany)
despues de desgasificar las muestras a 50 °C durante 2h.

Este tipo de isoterma indica la presencia de mesoporos (2 — 50 nm) y se
caracteriza por una parte inicial que crece exponencialmente cerca de la region P/Po =
1 lo que implica, a su vez, la existencia de macroporos. Esta ultima observacion se
correlaciona con los resultados obtenidos para ambos polimeros mediante
espectroscopia SEM (apartado 4.3.1). Ademas, el hecho de que ambos materiales sean
mesoporosos, confirma el hecho de que en ambos soélidos se ha realizado una
impronta efectiva por parte de las dos moléculas plantilla, PENG (MIP) y Boc-L-Phe-
OH (CP).
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Por otro lado, las isotermas de tipo IV presentan un bucle de histéresis que en
ambos casos es intermedio entre H1 y H3. El primero se asocia habitualmente con
materiales porosos formados por aglomerados o empaquetamientos compactos de
esferas que dan lugar a mesoporos en forma de cilindros y el segundo, que no presenta
una adsorcién limite a P/Po alta, aparece en agregados en forma de placas que dan

lugar a mesoporos en forma de rendijas [204].

Asimismo, en ambas isotermas se obsetva una pequefia caida hacia P/Po = 0.4

— 0.5 y se comprueba que ninguna se cierra a baja presion (histéresis a baja presion).

Este fenémeno podria explicarse considerando que el adsorbato (N2) que hay entre
.. - . s

rendijas se va eliminando progresivamente de manera que las “laminas” que forman

las rendijas se van aproximando pero sin llegar a tocarse del todo.

4.3.2.1. DETERMINACION DEL AREA SUPERFICIAL: APLICACION DEL METODO BET Y

REPRESENTACION ““t-PLOT™

El método de Brunauer-Emmet-Teller (BET) de adsorcion de gases, se ha
convertido en el procedimiento estandar mas ampliamente utilizado para la

determinacion del area superficial de materiales finamente divididos y porosos [229].

El calculo del area superficial a partir de la capacidad de adsorcién de una
monocapa del material adsorbente, llamada con frecuencia area BET, requiere un
conocimiento del area media am (area por molécula adsorbida) ocupada por la

molécula de adsorbato en la monocapa (para N2 a 77 K, am = 0.1620 nm?). Entonces:

ABED=0,La, (13)
a,BET)= A,BET)/m (14)
donde A; BET) y a (BET) son las areas superficiales total y especifica,

respectivamente, del absorbente (de masa m), (), es la capacidad de adsorciéon de la

monocapa y L es la constante de Avogadro.

Teniendo en cuenta estos aspectos, en la tabla 32 se muestran los parametros
obtenidos a partir de la aplicaciéon del método BET para el calculo del area superficial

de los polimeros MIP1 y CP1.
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Tabla 32. Area superficial y parametros caracteristicos obtenidos a partir de la representacion lineal
de la ecuacion BET para el MIP1 y el CP1 [229].

Variable MIP1 CP1

Area (BET), m*/g 110 £ 1 220+ 1
Pendiente, g/cm’® STP 0.03916 + 0.0004 0.019675 % 0.00009
Ordenada en el origen, g/cm’® STP 0.00039 £ 0.00007 0.00015 % 0.00002

C 101.25 132.50

Q,, cm’/g STP 25.2834 50.4429

t 0.9992 0.9998

a_, nm’ 0.1620 0.1620

'm)

Abreviaturas: Qm: capacidad de la monocapa, awm: drea por molécula adsorbida (N2, T = 77 K), C: indicador de la
magnitud de la energia de interaccion adsorbente-adsorbato (valor recomendado C~100).

En la figura 55 se representa la relacion entre P/Po y 1/(Q[Po/P-1]) de la

ecuacion BET para ambos polimeros.
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L[Q(P/P-1)]
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000 F————— 77— ————— 71—
0.0 0.1 0.2 0.3

Presion relativa, P/P,

Figura 55. Representacion lineal de la ecuacion BET para el (o) MIP1 y el (o) CP1.

Debe tenerse en cuenta que el analisis BET no contempla la posibilidad de
llenado de los microporos, el cual viene generalmente asociado con un valor alto de C
(> 200). En este caso, el volumen de microporosidad puede evaluarse por medio de un
método semi-empirico de analisis, basado en las ecuaciones de Harkins-Jura,
denominado “t-plot”. La curva “t-plot” representa la cantidad adsorbida frente a t, es
decir, el espesor de la multicapa que forma el gas adsorbido en la superficie de los

poros, calculado a partir de la isoterma de adsorcion.
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Tabla 33. Volumen de microporos y parametros caracteristicos obtenidos a partir de la
representacion lineal “t-plot” para MIP1 y CP1 [118].

Variable MIP1 CP1
Volumen de microporos, cm’/g STP 0.005417 0.020047
Area de microporo, m*/g 12.5629 42.9464
Area de superficie externa, m?/ g 97.5007 176.6416
Intervalo de espesor, nm 0.46 — 0.70 0.50 —0.80

Las curvas “t-plot” de la figura 56, para el MIP1 y el CP1, muestran un perfil
que indica que ambos polimeros presentan un ligero llenado de microporos a bajos
niveles de P/Py (t < 0.4). El volumen de microporos se obtiene por interseccion de la
recta que resulta de ajustar la zona lineal de la curva “t-plot” con el eje del volumen
adsorbido (tabla 33). En este caso, el polimero que presenta mayor microporosidad es

el CP1.

Por otra parte, en la region de mayor nivel de P/Po (t > 0.5) se observa, en
ambas muestras, un cambio de pendiente que aumenta positivamente debido a la
presencia de mesoporos [230,231], como ya fue confirmado por el tipo de isoterma de

adsorcion obtenida (tipo 1V).

N w
o o
o (=]

o]

Cantidad adsorbida, cmsg'l STP
E

t, nm

Figura 56. Curvas “t-plot” para el () MIP1 y el () CP].
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4.3.2.2. EVALUACION DE LA MESOPOROSIDAD

La distribucion de tamafios de poro (PSD) indica la distribucién de los
volumenes de poro respecto a su tamafio. El calculo de la distribucién de tamano de
poro requiere un cierto numero de hipétesis (forma de los poros, mecanismo de

llenado, etc.).

La PSD se determina con el método de Barret-Joyner-Halenda (BJH) [207]
sobre la curva de desorcién. Este método esta basado en la ecuaciéon de condensacion

capilar de Kelvin [207].

De forma estricta, su aplicacioén es fiable para poros de diametro superior a 2
nm, por lo que suele emplearse en el intervalo comprendido entre 2 y 300 nm. El
modelo BJH se utiliza para la evaluacién de materiales mesoporosos donde el volumen
total de poro se obtiene a partir de la cantidad de vapor adsorbida a una presiéon

relativa cercana a la unidad, suponiendo que todos los poros estan llenos de Nz

condensado (77K).

En la figura 57 se representan las distribuciones de poro obtenidas a partir de la
rama de adsorcion (a) y desorcion (b) para el MIP1 y el CP1. La rama de adsorcion
nos da una idea del volumen de las cavidades dentro del polimero, mientras que la de
desorcién nos informa sobre la distribucion de los poros que conectan con el exterior.
Como se puede observar, ambos polimeros tienen una distribucién ancha, lo cual

implica que existen poros en un amplio intervalo de tamanos.

En el caso del CP1 el diametro mas probable se haya entorno a 15 nm y para el
MIP1 la distribucién se encuentra ligeramente desplazada hacia diametros de poro

mayores, con valores maximos en la region de 20 nm.

Este resultado podria justificarse por el hecho de que el tamafo de la plantilla
de PENG es mayor que la de Boc-L-Phe-OH (ver figura 58) y, por tanto, el tamafio de
poro obtenido por la impronta de PENG sera ligeramente mayor que el obtenido

empleando por la Boc-L-Phe-OH.
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Figura 58. Estructura tridimensional de minima energia (AM-1) para PENG y Boc-L-Phe-OH.
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Figura 57. Distribucion de mesoporos para (+,8) MIPI y (+,9) CPI a partir de (a) la isoterma de adsorcion y
(b) la isoterma de desorcion.
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4.3.3. CARACTERIZACION DE LOS SITIOS DE UNION ESPECIFICA DEL MIP1
PARA EL PAAP

Una vez seleccionada la pareja de MIP y de penicilina fluorescente que
proporcionaba la mejor respuesta, en términos de selectividad y sensibilidad, se evalud
la constante de union del PAAP al MIP1. Para ello, se tomaron distintas
concentraciones de penicilina fluorescente (50.0 nmol L1 — 1.67 mmol L1) y una
cantidad constante de polimero incubando la mezcla durante 7 h con agitaciéon

continua para facilitar que se alcance el equilibrio.

A continuacion, se evalué la cantidad de PAAP libre presente en el
sobrenadante empleando medidas de fluorescencia. Para la obtencion de las isotermas
de adsorcion se representd la cantidad de antibiético fluorescente (PAAP) unido al
polimero por unidad de masa (B) en funcién de la concentraciéon de PAAP que queda
libre (F) en disolucién. Del mismo modo se evalud la unién entre el PAAP y el

polimero de control (CP1).

Como puede observarse en la figura 59A y 59B, la unién del PAAP al polimero
MIP1 se ajusta una isoterma de adsorciéon no lineal en todo el intervalo de
concentracion ensayado. Esta desviacion de la linealidad, observada también por otros
autores [232], suele atribuirse a la naturaleza microheterogénea de los sitios de uniéon

del luminéforo al polimero.
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Figura 59A. Isotermas de adsorcion del (®) MIP1 (n = 34) y (A) del CP1 (n = 12) ajustadas a diferentes
modelos matemdaticos de adsorcion : (a) Langmuir, (b) Bi-Langmuir. Resultados obtenidos con el programa
Table Curve 2D 5.0, Systat Software (2004) y contrastados con el programa Sigma Plot 8.0, SPSS (2002).
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Figura 59B. (a) Freundlich y (b) Freundlich-Langmuir. Ver figura 59A.

Asi, dado que las moléculas de PAAP se unen a posiciones no equivalentes de
distinta accesibilidad, existiran tantas constantes de unién como tipos de centros de
unioén disponibles, aunque es posible calcular una constante que sea el promedio

ponderado de todas ellas.

Para analizar la isoterma de adsorcién obtenida debe establecerse un ajuste
matematico adecuado a los puntos experimentales obtenidos. En este sentido,
Sellergren [233] y otros autores [111] han descrito la aplicaciéon de diversos modelos

mecanisticos para el ajuste, que resumimos brevemente a continuacion:

e Modelo de distribucion discreta. Las isotermas de este tipo que mas se han
utilizado para caracterizar polimeros de impronta molecular son la Zsoterma de adsorcion
de Langmuir (LY) (5) y la isoterma de adsorcion de Bi-langmuir (BLI) (6). El modelo
Langmuir asume la existencia de un solo sitio de unién y una superficie homogénea,
mientras que el modelo Bi-Langmuir, extensién del primero, tiene en cuenta la

existencia de una superficie heterogénea con dos clases de sitios de unioén.

gkF

B= 1% B= ak& T n gk I
1+ £F

1+ F 1+4,F

() (6)

Dado que los polimeros de impronta molecular se caracterizan por poseer

centros de unién de afinidad heterogénea, la isoterma de Langmuir no proporciona
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ajustes adecuados, mientras que el modelo de Bi-Langmuir, estima los parametros de
uniéon correctamente cuando la capacidad de uniéon de los dos sitios difiere

significativamente (g X £) [234].

¢ Modelo de distribuciéon continua. Debido a las limitaciones de los modelos
discretos para la caracterizacion de la union selectiva de los MIPs, se han aplicado

recientemente [116,235] modelos de distribucién continua tales como la zsoterma de

adsorcion de Freundlich (FX) (4) v la isoterma de adsorcion de Freundlich-Langmuir (FLI) (7).

gkF”
1+ £F”

B=aF" (4 B= (7)

El modelo de isoterma de adsorcién de Freundlich aporta dos componentes
que describen algunas caracteristicas fisicas de la unidon. El factor preexponencial «
puede ser considerado como una capacidad de unién genérica del polimero que
engloba tanto la constante de afinidad £ (L mmol') como la densidad de sitios de
uniéon ¢ (umol g1). El exponente 7 esta relacionado con el grado de heterogeneidad del
polimero. Aunque este modelo proporciona resultados mejores que los obtenidos
mediante el modelo LI, la imposibilidad de describir zonas de saturaciéon, o el valor
individual de ¢ y 4, cuestionan la validez de los parametros calculados a partir del
mismo. En consecuencia, han surgido modelos hibridos que tienen en cuenta la
existencia de regiones saturadas a altas concentraciones de analito como es el modelo

de isoterma de adsorcion Freundlich-Langmuir (FLI) [110].

De las distintas aproximaciones ensayadas, el modelo que proporciona los
mejores ajustes de los datos experimentales obtenidos para adsorcion del PAAP al
MIP1 es el basado en la isoterma de adsorcion Bi-Langmuir (6). Por otra parte, el
modelo de isoterma de Freundlich fue el Gnico que permitié ajustar los datos de

adsorcion del PAAP al polimero CP1. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla

34.

La aplicaciéon del modelo Bi-Langmuir permite ajustar de forma excelente la
curva de unién del PAAP obtenida para el MIP1 y proporciona unos buenos

parametros de ajuste (&1 = 24 = 12 L mmoll, &2 = 0.7 £ 0.2 Lmmolly ¢ =24 £7



Fluoroensayo basado en MIPs para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

umol g1, g2 = 125 £ 7 umol g'1). Como asf se describe en bibliografia [175], uno de los
factores limitantes a la hora de utilizar marcadores fluorescentes en MIA, es el débil
reconocimiento de éstas moléculas por parte de los centros activos del polimero. En
nuestro caso, el valor obtenido para la constante de unidén aparente es elevado,

teniendo en cuenta que el polimero de impronta molecular se sintetizé6 empleando

como molécula plantilla el antibiético PENG [30,222].

Tabla 34. Modelos de isoterma de adsorcion calculados para el MIP1 (n = 34) y el CPI (n = 12).

Modelo k, q, n q Xk, E 2
isoterma L mmol" pmol g umol g L mmol™ :
MIP1
Freundlich = = 0.46 + 0.03 73 2.11 0.9946
Langmuir 21+0.5 114+ 9 = 242 2.62 0.9918
+ +
Bi-Langmuir s 12 el = 2 1.43 0.9977
0.7 +0.2 125+ 7 38
Freundlich- ¢ - 55499 10407 630 6.63  0.9490
Langmuir
CP1
Freundlich = = 0.8+ 0.3 10 1.01 0.9540

Abreviaturas: & (L zmol?): constante de afinidad, q (umol g'): densidad de sitios de unidn, n: parimetro de
heterogeneidad, q X k (umol g' L mmol): capacidad de union, E: Error estindar del ajuste. Resultados obtenidos con el
programa Table Curve 2D 5.0, Systat Software (2004) y contrastados con el programa Sigma Plot 8.0, SPSS (2002).

4.4. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES DE
MEDIDA DEL SISTEMA EN FLUJO

La deteccion de antibidticos B-lactamicos mediante MIA se ha llevado a cabo
utilizando un sistema de analisis por zzyeccion en flujo (FI), que es una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas en campos tan diversos como la Quimica Clinica, Quimica

Farmacéutica, analisis medioambiental y de alimentos, etc. [236,237,238]

Con este fin se han optimizado las variables hidrodinamicas (caudal de

disolucién portadora y volumen de inyeccién de muestra) y quimicas del sistema
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como son, por ejemplo, la composicién de la disolucién portadora, el formato de

ensayo, tiempo de incubacién y concentraciéon de polimero y penicilina fluorescente.

4.4.1. OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES HIDRODINAMICAS DEL SISTEMA
EN FLUJO

4.4.1.1. EFECTO DEL CAUDAL DE LA DISOLUCION PORTADORA

En primer lugar, se ha procedido a estudiar la influencia del caudal de la
disolucion portadora sobre la sefial analitica (intensidad de fluorescencia del pico FI

(ip), anchura de pico a media altura (w,) y la relacion ip/ws).

En la figura 60 se muestra el efecto del caudal (1 — 7 mL min') de la disolucion
portadora (acetonitrilo-agua (99:1, v/v)) sobre la sefial de fluorescencia obtenida

inyectando 200 pL. de una disoluciéon de PAAP de 50 nmol L.
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Figura 60. Efecto del caudal de la disolucion portadora sobre la relacion intensidad de pico (sefial de
fluorescencia)/anchura a semialtura. [PAAP] = 50 nmol L™, disolucién portadora: acetonitrilo-agua (99:1, v/v),
Vinyeccion = 200 uL, T =25 °C (n = 3).

La mayor sensibilidad obtenida al incrementar el caudal se atribuye a la menor
dispersion del bolo de muestra en el sistema de flujo aunque también se observa una
ligera disminucion de la altura de los picos a medida que aumenta el caudal. Por otra

parte, para valores de caudal muy elevados (7.0 mL min') comienzan a producirse
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fenémenos de sobrepresion en el sistema de flujo, lo cual dificulta notablemente el

proceso de medida.

Por todo ello, se ha seleccionado un caudal de 6.0 mL min! como valor
optimo para la realizaciéon de determinaciones posteriores, ya que permite un muestreo

rapido con una 6ptima sensibilidad y precision (RSD < 1.25%).

4.4.1.2. EFECTO DEL VOLUMEN DE INYECCION DE MUESTRA

Una vez seleccionada la velocidad de flujo 6ptima de la disolucién portadora, se
ha estudiado la influencia del volumen de inyeccién de muestra sobre los paraimetros

del fiagrama en el intervalo comprendido entre 200 uL y 2500 uL.

Los resultados experimentales aparecen recogidos en la figura 61 donde se
observa que, la relacion entre la altura de pico (obtenida para una disoluciéon de PAAP
de 50 nmol L.'!) y su anchura a media altura, disminuye progresivamente a medida que
aumenta el volumen de inyeccién debido, entre otros aspectos, a una mayor dispersion

del bolo de muestra.
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Figura 61. Efecto del volumen de inyeccion sobre la relacion intensidad de pico (sefial de
fluorescencia)/anchura a semialtura. [PAAP] = 50 nmol L', disolucién portadora: acetonitrilo-agua (99:1, v/v),
caudal = 6 mL min”, T =25 °C (n = 3).

En consecuencia, se ha elegido un volumen de inyecciéon de 200 pL. como

valor 6ptimo, ya que proporciona la relacion mas favorable.
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4.4.2. INFLUENCIA DE LA DISOLUCION DE UNION SOBRE LA RESPUESTA
DEL ENSAYO

El reconocimiento del polimero de impronta molecular hacia la PENG vy el

derivado fluorescente depende notablemente del medio en el que se realice el ensayo.

Con el fin de determinar la composiciéon 6ptima de esta disolucion, se llevaron a
cabo diversos ensayos en discontinuo para determinar el medio en el que se conseguia
la unién selectiva y 6ptima de la PENG a los polimeros de impronta molecular

sintetizados (Grupo de Prof. M. Kempe, Lund, Suecia, Proyecto "CREAM").

La unién selectiva (Bwmip/Bcep) se evalud en diferentes disoluciones reguladoras,
disolventes organicos, mezclas hidroorganicas, etc. Ademas, se estudio el efecto
producido por la adicién de detergentes al medio de incubacién. Los resultados
obtenidos para el MIP1, en medio hidroorganico, empleando radioensayos

competitivos con PENG marcada radiactivamente, se recogen en la tabla 35.

Tabla 35. Evaluacion de la union selectiva de la PENG al MIP1 y al CPI en diferentes medios
hidroorganicos [223].

Dlsﬂlrllic(})(r)ln e Variable GI:E;Z;V:(;(()) (')‘;?ilr(:o Byirp, o Bep, %0 Byue/Bep
Disolucién MeOH 1-5% - - = s
reguladora THF 1-5% 2% 5 3.8 <13

BH 50) DMF  1-5% . : . -
modificador ACN 1-5% - - - -
organico EtOH 1-5% 2% 16.5 15.8 <1.0
Disoluciéon
reguladora
+ pH 3-06 5 7.1 5.8 <1.3
2% EtOH

Abreviaturas: MeOH: metanol, ExOH: etanol, THE: tetrahidrofurano, DMFE: dimetilformamida, ACN:
acetonitrilo, Baip: seiial obtenida en ausencia de analito para el NUP1, Bep: seial mdixima obtenida en ausencia de
analito para el MIP1.

El porcentaje de wunién selectiva al MIP1 de la PENG en medio
predominantemente acuoso resultd ser muy bajo (< 2% en todos los casos), como
cabfa esperar, dado que el reconocimiento molecular se produce mediante la

interacciéon por enlace de hidrégeno de grupos especificos del antibiético y los sitios
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de unién del polimero. Al aumentar la concentracién de acetonitrilo en el medio (ca.
99%) se favorecen dichas interacciones y el reconocimiento selectivo del antibiético

por el polimero [49].

Por todo ello, se decidi6 utilizar la mezcla acetonitrilo-agua (99:1, v/v) como
disolucién de unién [223], ya que la solubilidad del antibiético en acetonitrilo puro es

baja y, de esta forma, se facilitaria el analisis de muestras acuosas.

4.4.3. ENSAYO COMPETITIVO VS ENSAYO POR DESPLAZAMIENTO

Uno de los aspectos mas importantes para el desarrollo de un ensayo es la

seleccion del formato para llevar a cabo la determinacion cuantitativa del analito.

Como ya se indicé en el apartado 1.5 de esta seccion, el formato de ensayo
utilizado habitualmente en ensayos MIA es el competitivo directo, no obstante,
también se han desarrollado ensayos por desplazamiento, siguiendo el procedimiento

descrito por Karube y col. [213].

Con el fin de poner a punto un ensayo por desplazamiento para la
determinaciéon de PENG, se equilibré una columna conteniendo el polimero de
impronta molecular (MIP1, c.a. 5 mg) [213,200], a un caudal de 0.25 mL. min-!, con un
exceso de PAAP (89, 222 o 445 nmol L1 en acetonitrilo-agua (99:1, v/v)) hasta
obtener una senal de fluorescencia estable (20 min). St hay competicién, la inyeccion
del analito debe originar el desplazamiento de una cantidad equivalente del marcador
adsorbido en el polimero que genera una sefial analitica directamente proporcional a la

cantidad de PENG presente en la muestra [239].

Las areas de pico obtenidas tras la inyeccién de diferentes volumenes de
PENG, a una concentracién de 43.2 pg ml!, en funciéon de la concentraciéon de
PAAP se recogen en la tabla 36. Los perfiles de respuesta obtenidos, para una

concentraciéon de PAAP de 89 nmol L1, se muestran en la figura 62.
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Tabla 36. Areas de pico obtenidas tras la inyeccion de diferentes volimenes de 43.2 ug mL” de
PENG en una columna que contiene MIP1 equilibrado con diferentes concentraciones de PAAP (n =

3).

[PAAP], nmol L
V,, mL 89 222.5 445
0.10 55 (7) - -
0.50 154 (15) N.D. -
1.00 302 (278) 320 (190) N.D.

Abreviaturas: Vi: volumen de inyeccion de muestra, N.D: no detectado. El valor
entre paréntesis corresponde a la desviacion estindar obtenida.

Se observa que el desplazamiento de PAAP, que tiene lugar tras la inyeccion de

PENG, se produce en el primer ciclo de medida para todas las concentraciones de

PAAP ensayadas. Sin embargo, tras una segunda inyecciéon de antibidtico, solo se

produjo una senal apreciable, aunque no reproducible, cuando se emple6é una

concentracion de PAAP de 89 nmol 1.-1.
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Figura 62. Perfil de respuesta obtenido mediante el ensayo por desplazamiento. MIP1 = 5 mg, disolucion
portadora acetonitrilo-agua (99:1, v/v) que contiene 89 nmol L de PAAP, [PENG] = 43.2 ug mL™, volumen de
inyeccién = 1 mL, caudal = 0.25 mL min™.

Esto sugiere que la PENG, que queda retenida en el polimero tras la primera

inyecciéon, no es totalmente desplazada por el PAAP presente en la disolucion

portadora. De esta forma, al inyectarse una nueva alicuota de disoluciéon de PENG en
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el sistema, el nimero de sitios en los que se produce la competicién efectiva entre el
analito y el PAAP es menor y, con ello, la intensidad del pico obtenido también
disminuye. Esta observacion estarfa de acuerdo con las dificultades encontradas a la
hora de extraer cuantitativamente la molécula molde del MIP durante la etapa de

lavado del mismo, que requeria el empleo de mezclas de metanol y acido acético.

Alternativamente, se llevaron a cabo ensayos basados en un formato de tipo
competitivo (Parte Experimental 3.3.4.) evaluandose el comportamiento del mismo
polimero en el intervalo de concentraciéon 0.5 — 10 mg ml-1, incubando frente a 125
nmol L1 de PAAP en presencia y en ausencia de 426 wmol L1 (166.6 ug mL1) de
PENG. A partir de la curva de unién obtenida (figura 63), se comprueba que el ensayo
realizado presenta una mayor sensibilidad y reproducibilidad (RSD < 10%) que el
ensayo por desplazamiento, que no resulta util en combinacién con los antibiéticos

fluorescentes y el polimero utilizados para esta aplicacion.
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Figura 63. Curva de union obtenida mediante un ensayo de tipo competitivo (n = 9, 7 h de incubacion) del
PAAP (125 nmol L") al MIPI (0.5 — 10 mg mL™) (®) en ausencia y (A) en presencia de 426 umol L de PENG.
Disolucion portadora acetonitrilo-agua (99:1, v/v). T =25 °C (n = 9).

En consecuencia, se seleccioné el formato de tipo competitivo directo, frente

al ensayo por desplazamiento, para posteriores experimentos.
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4.4.4. TIEMPO DE INCUBACION

Uno de los parametros mas importantes en el desarrollo de un MIA es la
optimizacion del tiempo de incubacidn necesario para que se produzca la interaccion
entre el derivado marcado y los sitios de unién del MIP en presencia y en ausencia del

analito de interés (PENG) [240,241,242].

Para llevar a cabo este estudio, se pesaron en distintos viales 5 mg de MIP1 y
CP1 que se incubaron a temperatura ambiente con 2 mL de una disoluciéon de PAAP
250 nmol L (acetonitrilo-agua (99:1, v/v)). El tiempo de incubacién evaluado fue

entre Oy 18 h.
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Figura 64. Efecto del tiempo de incubacion en la union del PAAP al (®) CPI1 (en ausencia de PENG) y MIP1
(e) en presencia y (e) en ausencia de 426 umol L' de PENG. [PAAP] = 250 nmol L', concentracién de
polimero = 2.5 mg mL™, disolucion portadora: acetonitrilo-agua (99:1, viv), T = 25 °C (n = 9).

LLas muestras se prepararon por triplicado y se analizaron tres veces (n = 9). La
curva de unién del PAAP en funcién del tiempo de incubacién se recoge en la figura
64. En ella se aprecia que la cinética del proceso de uniéon del PAAP al polimero es
mas lenta en presencia de PENG, debido a la competicién efectiva entre ambas

especies.

En base a estos resultados, se seleccion6é un tiempo de incubaciéon de 7 h
como valor 6ptimo, dado que la unién del PAAP al MIP es practicamente constante y

maxima, tanto en ausencia como en presencia de PENG.

237
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4.4.5. OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE PAAP Y MIP1
4.4.5.1. OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE POLIMERO

Con el objeto de calcular la concentraciéon de polimero Optima para el
desarrollo de los ensayos competitivos, se incubaron 2 mL de una disoluciéon de PAAP
(250 nmol L1) con concentraciones crecientes de MIP1 o CP1 (0 — 10 mg mL-1) en

acetonitrilo-agua (99:1, v/v).

Las curvas de unién del PAAP obtenidas se muestran en la figura 65.
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Figura 65. Curva de unién obtenida en un ensayo de tipo competitivo (n = 9, 7 h de incubacion) para el PAAP

(250 nmol L™) al (e) CP1 (en ausencia de PENG) y MIP1 (0.5 — 10 mg mL”) () en ausencia y (®) en presencia
de 426 umol L' de PENG. Disolucion portadora: acetonitrilo-agua (99:1, v/v). T = 25 °C.

Como se puede observar, la unién de la sonda fluorescente al polimero control

fue muy pequefia para todas las concentraciones de polimero ensayadas.

Para seleccionar la cantidad adecuada de MIP para la determinacién de PENG,
se evalu6é el porcentaje de unién del PAAP en presencia y en ausencia de una
concentracion constante del antibiético [243]. El porcentaje de unidén del PAAP al
polimero disminuye en presencia del analito (ver figura 65), lo cual evidencia la

competicion entre la sonda y la PENG por los sitios de union selectivos del MIP.

La mayor diferencia entre la fraccion de PAAP que se une al MIP1 en presencia

y en ausencia de PENG corresponde a una concentraciéon de polimero de 2.5 mg ml1
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de MIP1. Resultados equivalentes se obtuvieron al emplear una concentraciéon de

PAAP de 125 nmol L.

4.4.5.2. OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE PENICILINA FLUORESCENTE

Para seleccionar la concentracion de PAAP mas adecuada para el MIA, se
llevaron a cabo ensayos competitivos empleando diferentes concentraciones de
penicilina fluorescente (125 y 250 nmol L-1), una concentraciéon de polimero de 2.5 mg

ml-1 y una concentracién de PENG comprendida en el intervalo de 5 104 — 333.2 ug

mlL-1,
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Figura 66. (a) Curvas de calibrado obtenidas empleando () 250 nmol L™ y (e) 125 nmol L' de PAAP. (b)
Curvas de calibrado obtenidas empleando las penicilinas fluorescentes (8) PAAP 250 nmol L™ y (®) PBAP 250
nmol L. [MIP1] = 2.5 mg mL". Disolucién portadora acetonitrilo-agua (99:1, v/v), T = 25 °C (n = 6).

En la figura 66a se muestran las curvas de competicion obtenidas para las
distintas concentraciones ensayadas de PAAP. Se comprueba que la sensibilidad del
ensayo no disminuye significativamente al hacerlo la concentracién del derivado
fluorescente. En consecuencia, se eligié una concentracion de PAAP de 250 nmol L,
ya que permite obtener una mejor relacion sefial/ruido, una mayor reproducibilidad y
una sensibilidad semejante a la obtenida empleando menores concentraciones de

sonda.
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Por otro lado, se realizé el mismo ensayo con otro derivado fluorescente de
penicilina (PBAP), de menor afinidad hacia el MIP1 (ver figura 66b), para evaluar su
capacidad para competir con el analito (PENG) por los sitios de unién del polimero.
Como se observa en la figura, el ICsp obtenido empleando 250 nmol L1 de PBAP es
menor que el conseguido con el PAAP. No obstante, tanto el menor intervalo
dindmico, como la menor relacién sefial/ruido hicieron descartar la utilizacién de esta

sonda.

El ensayo también se ha llevado a cabo empleando CP1 en vez de MIPI,
comprobandose que no se produce competicion (figura 67) [218]. Es mas, la cantidad
de PAAP unido al CP aumenta ligeramente al incrementarse la concentracion del
analito. Este resultado podria explicarse considerando que la interaccién de la PENG
con los grupos carboxilicos distribuidos aleatoriamente en el polimero control,
aumenta la hidrofobicidad neta de la superficie del mismo favoreciéndose las

interacciones no especificas con la parte aromatica del marcador fluorescente.
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Figura 67. Curvas de calibrado obtenidas para la PENG (5 107 — 333.2 ug mL™) en acetonitrilo-agua (99:1,
v/v) empleando el (8) MIPI en presencia de 250 nmol L™ de PAAP, (A) el CP1 en presencia de 250 nmol L™ de
PAAP y para (e) MIPI en presencia de 250 nmol L' de PAA. 2.5 mg mL" de polimero en todos los casos, T =

25°C (n=9).

Para evaluar la especificidad de la interaccion entre el PAAP y el MIP1, se
realiz6 un ensayo competitivo empleando el acido 1-pirenoacético (PAA) como
competidor fluorescente (figura 67). La falta de interacciéon de dicha sonda con el

MIP1 y, por tanto, de competicién con la PENG por los sitios de unién, confirman la
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necesidad de la existencia de la estructura penicilinica en la sonda para ser reconocida

por el MIP.

En la tabla 37, se resumen las condiciones optimas para la realizacion del
fluoroensayo de tipo competitivo basado en polimeros de impronta molecular (MIA)
para la determinacion de antibidticos -lactamicos.

Tabla 37. Condiciones experimentales optimas para la determinacion de penicilinas utilizando el

fluoroensayo de tipo competitivo basado en polimeros de impronta molecular (MIA) utilizando el
MIP1 y el derivado fluorescente de penicilina, PAAP.

Parametro Variable optimizada
Concentraciéon de polimero (MIP1) 2.5 mg mL"
Concentracién(cli)zji)lr:)da fluorescente 250 amol. 1.
Disoluciéon de unién acetonitrilo-agua (99:1, v/v)
Volumen de muestra de incubacion 2 mL
Tiempo de incubaciéon MIP1+ 71
PAAP/PENG
Caudal de la disolucién portadora, 6 mL min’'
Volumen de muestra de inyeccion 200 pL.
Temperatura 25°C
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4.5. CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL FLUOROENSAYO
COMPETITIVO BASADO EN MIPs

Una vez optimizados los distintos parametros hidrodinamicos y quimicos del
sistema de medida, se procedié a determinar las caracteristicas analiticas del ensayo

para la determinaciéon de PENG.

4.5.1. CALIBRACION DEL MIA

En la figura 68 se muestra el perfil de respuesta obtenidos con el MIA para un
calibrado realizado en el intervalo de 5 104 a 333.2 ug mIL-! de PENG. Como se
indic6 anteriormente, al aumentar la concentraciéon de analito presente en la muestra la
competicién con el derivado fluorescente es mas eficaz y disminuye la cantidad de

PAAP unido al polimero, originandose un incremento de la sefial de fluorescencia

medida.
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Figura 68. Perfil de respuesta obtenido para un calibrado realizado con el MIA para concentraciones de
penicilina G comprendidas en el intervalo 5 107 — 333.2 ug mL™. [MIP1] = 2.5 mg mL”, [PAAP] = 250 nmol L’
! disolucion portadora acetonitrilo-agua (99:1, v/v), T = 25 °C.
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No se ensayaron mayores concentraciones de PENG debido a la baja

solubilidad de este analito en la mezcla hidroorganica (acetonitrilo-agua (99:1, v/v)).

La curva de calibrado se ajusté a la ecuacion 12 (n = 9, r2 = 0.990) (Parte

Experimental 3.3.4.) obteniéndose el perfil sigmoide que se muestra en la figura 69.
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Figura 69. Curva de calibrado obtenida para la determinacion de PENG empleando el MIA (n = 9) (5 107 —
333.2 ugmL™). [PAAP] = 250 nmol L', T = 25 “C.

El valor ICso se corresponde con una concentraciéon de penicilina G de 0.053
mmol L1 (19.7 ug ml-1). El limite de deteccion (LD), determinado como la
concentracion de analito que origina una disminucién del 10% de la senal respecto del
blanco, es de 0.32 umol L1 (100 pg L-1). El intervalo dinamico del ensayo esta
comprendido entre 3, disminucién del 20% de la sefal normalizada, y 890 umol L1,
concentracion maxima soluble en acetonitrilo-agua (99:1, v/v) de PENG ensayada

(1120 pug mI1 — 333.2 103 pg L1).

Actualmente, existen muy pocos trabajos basados en MIPs especificos para
antibidticos B-lactamicos y ninguno basado en medidas de fluorescencia [138,170,180].
No obstante, el LD obtenido con el MIA desarrollado en esta Tesis es mejor [244], o
comparable con algunos ensayos basados en polimeros de impronta molecular para la
determinacién de estos antimicrobianos. Por ejemplo, el LD obtenido por E.P.C. Lai y

col. mediante MISPE para la determinacién de cefalexina es de 100 pg L1 [170].
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Desafortunadamente, la baja solubilidad del antibiético en la mezcla
acetonitrilo-agua (99:1, v/v) requerida para obtener un buen reconocimiento por parte
del polimero desarrollado, limita de forma notable, la aplicacién del ensayo

desarrollado en muestras acuosas, como es el caso de la leche.

4.5.2. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD CRUZADA

Para evaluar la selectividad del método para la determinacién de PENG, se ha
determinado el porcentaje de reactividad cruzada (RC) del analito con otras especies

consideradas potencialmente interferentes.

IC,,(analito)

%RC =
IC,(interferente)

(15)

Se han incluido en el estudio siete antibidticos B-lactamicos y el 6-APA, todos
ellos relacionados estructuralmente con la PENG. Ademais, se ha evaluado la RC

frente al acido clavulanico, cefalosporina y otros antibidticos de distintas familias.

En la figura 70 se muestran las curvas de calibrado obtenidas para las distintas

especies estudiadas. Las RC correspondientes se recogen en la tabla 38.
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Figura 70A. Curva de calibrado normalizada correspondiente al MIA competitivo para la determinacion de (a)
6-APA, (b) AMOX en acetonitrilo-agua (99:1, v/v), empleando las condiciones experimentales indicadas en la
tabla 37 (n = 3).
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Figura 70B. Curva de calibrado normalizada correspondiente al MIA competitivo para la determinacion de (a)
AMPI, (b) PENV, (c) OXA, (d) CLOX, (e) DICLOX, (f) NAFCI en acetonitrilo-agua (99:1, v/v), empleando las
condiciones experimentales indicadas en la tabla 37 (n = 3) (continuacion).
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Figura 70C. Curva de calibrado normalizada correspondiente al MIA competitivo para la determinacion de (a)
CEFAP, (b) CLAV, (c) NOR, (d) CLOR, (e) DOXY en acetonitrilo-agua (99:1, v/v), empleando las condiciones
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experimentales indicadas en la tabla 37 (n = 3) (continuacion).
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Tabla 38. Reactividad cruzada relativa a PENG obtenida para los distintos antibiéticos empleando el
MIA de tipo competitivo.

Aaslit ol mmolL'  mmolL! %
6-APA 0.89 0.007 — 0.65 0.092 57
AMOX 16 0.030 — 0.46° 0.180 29
AMPI 4.0 0.015-0.41° 0.140 37
PENV 0.39 0.004 — 0.86" 0.130 40
OXA 6.2 0.025 -0.63 0.250 21
CLOX 100 0.26 — 0.70° 0.930 6.0
DICLOX 580 0.63 — 0.65* 5.40 0.9
NAFCI 270 0.66 — 0.73" 1.70 3.0
CEFAP NC NC NC NC
CLAV NC NC NC NC
NOR NC NC NC NC
CLOR NC NC NC NC
DOXY NC NC NC NC

Abreviaturas: <Concentracion mdxima ensayada que depende de la solubilidad particular del antibidtico en
acetonitrilo-agua (99:1, v/v), NC: no compite, 6-APA: dcido 6-aminopenicilanico, AMOX: amoxicilina, AMPI:
ampicilina, PENV: penicilina 1/, OXA: oxacilina, CLOX: coxacilina, DICLOX: dicloxacilina, NAFCI:
nafcilina, CEFAP: cefapirina, CLAV: deido clavnlanico, NOR: norfloxacina, CLOR: dloramfenicol, DOXY:
doxiciclina.

Los resultados obtenidos demuestran que la mayor interferencia se produce por
parte del 6-APA (57%) y de los antibiéticos AMOX (29%), AMPI (37%) y PENV
(40%). Este tltimo antibi6tico, que no suele utilizarse en zootecnia, es el que presenta

la mayor reactividad cruzada de todos los antibiéticos ensayados.

Todos estos antibacterianos presentan una estructura similar a la penicilina G,
un anillo B-lactamico intacto y fusionado a otro anillo tiazolidinico de 5 miembros.
Ademas, AMOX, AMPI y PENV presentan la misma disposiciéon plegada de la region
constituida por la parte bencilica de la molécula de PENG. Este resultado reafirma la
hipétesis de que la estructura tridimensional del compuesto juega un papel clave en el

proceso de reconocimiento por parte del MIP.
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Otras penicilinas como OXA (21%), CLOX (6%), NAFCI (3%) y DICLOX
(0.9%), muestran una RC menor. El antibidtico B-lactamico CEFAP, basado en el
acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA), no es un interferente en el ensayo

desarrollado. Tampoco, el acido clavulanico (CLAV), un inhibidor de la B-lactamasa.

Finalmente destacar que, los antimicrobianos evaluados no relacionados
estructuralmente con la PENG (eg. cloramfenicol, norfloxacina, tetraciclina,
oxitetraciclina, eritromicina y doxiciclina) no producen ningun tipo de respuesta para
concentraciones superiores a 333.2 ug mL-1. Ademas, la dapsona (DDS), que resulto
ser una interferencia espectral positiva en el ensayo fluorescente, tampoco interacciona
con el polimero. Esta comprobacion se realizé mediante la sustraccion de su sefial

luminiscente, a las concentraciones del ensayo, de la obtenida con el PAAP.

4.5.3. PRECISION DEL SISTEMA

La precision del MIA desarrollado para la determinaciéon de PENG se estimé
en términos de la repetibilidad y la reproducibilidad calculando la desvzacion estindar
relativa (RSD) de los resultados obtenidos para distintas concentraciones de analito.
Este calculo incluye unicamente el error asociado a la medida y no los
correspondientes al proceso de calibracion del ensayo (estimacién de los parametros

de ajuste).

Para evaluar la repetibilidad del fluoroensayo se llevaron a cabo ensayos
independientes, a tres niveles de concentracion de PENG (0.05, 5.0 y 50 pg mIL-1)
utilizando el mismo método de medida con idénticas variables experimentales, en el

mismo laboratorio y el mismo operador, con cortos intervalos de tiempo [245].

En la tabla 39 se muestran los valores obtenidos, en términos de recuperacion,

para las distintas concentraciones de analito ensayadas.

Los valores de RSD obtenidos para todas las muestras patron analizadas son
comparables con los descritos en la bibliografia para sistemas analiticos basados en la

utilizacién de polimeros de impronta molecular [246,247].



Tabla 39. Estudio de repetibilidad del inmunosensor.

PENG, pg mL"
afiadidos
0.05 6
5.0 6
50 6

PENG’, pg mL"

recuperado

0.050 £ 0.002

48+0.2

50t4

* Intervalos de confianza =+ 1y, x S.D./n" al 95% de probabilidad.

R,
%

92
96

99
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RSD,
%

Para evaluar la reproducibilidad de la medida, se ha realizado el ensayo en dias

diferentes, durante un periodo de 51 dias, para una concentracion de 166.6 pg mL-! de

PENG.

Para la elaboracion del grafico de Shewhart se ha tomado como valor central la

media del valor obtenido (B/ B, para 166.6 ng mI-1 de PENG) y como limites

inferiores y superiores = 3xS.D. de dicho valor medio.

0.6

0.0

X +3xSD.

1
B/B,, PENG 166 pg mL

1.0

0.8 4

0.6 1

0.4 1

PAAP unido, %

0.2 1

0.0

‘
14

‘
a4

‘
48
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Dia de medida

T
50
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51

Figura 71. (®) Evaluacion de la reproducibilidad del ensayo MIA en términos de porcentaje de union del PAAP
(250 nmol L") al MIP1 (2.5 mg mL™). (o) Gradfico de control (Shewhart) construido para evaluar la variacion de
la respuesta del MIA (B/By) para una disolucién patrén de PENG 166.6 ug mL™ en distintos dias de medida (n

= 3/dia).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 71. Se puede afirmar que el

fluoroensayo MIA desarrollado produce respuestas reproducibles y estables tanto en

términos de sefial analitica, como en la respuesta frente a la PENG.
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4.5.3.1. REPRODUCIBILIDAD ENTRE LOTES DE FABRICACION DEL MIP1

Para evaluar la reproducibilidad del proceso de sintesis del polimero de
impronta molecular se ha comparado el porcentaje de unién obtenido para el PAAP en
un lote sintetizado en Lund (Suecia) WOTE 1, fecha de fabricacion: mayo 2000) para el
proyecto "CREAM’ con otro lote, sintetizado en nuestro laboratorio (LOTE 2, fecha
de fabricacion: marzo 2002) siguiendo procedimientos equivalentes (apartado 3.3.1. de la

Parte Experimental).

Tabla 40. Estudio de reproducibilidad entre distintos lotes de MIP1 sintetizados (n = 6).

Lote Polimero PAAP unido, % (B,) RSD, %
1 MIP1 0.69 £0.02 2.9
CP1 0.02 £0.05 -
5 MIP1 0.67 £ 0.03 4.5
CP1 0.05 £ 0.04 -

* Intervalos de confianza £ 1o, x S.D./n" al 95% de probabilidad.

Como se puede apreciar, los porcentajes de unién obtenidos para el PAAP en el
MIP1, tanto para el Lote 1 como para el Lote 2, nos permiten concluir que no existen
diferencias significativas entre ambos lotes. Esto demuestra, claramente, que el
procedimiento de fabricaciéon es reproducible y robusto, permitiendo obtener
resultados precisos al trabajar con diferentes lotes de polimeros fabricados del mismo

modo.

4.5.4. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD TEMPORAL DEL MIP1

Para evaluar la estabilidad operativa del polimero sintético, se ha medido su
capacidad para unir 250 nmol L1 de PAAP a lo largo de un periodo de 30 meses desde
la sintesis del MIP.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 72. El grafico de Shewhart se

ha obtenido eligiendo como valor central el promedio (X) obtenido para la unién del
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PAAP al polimero. Se ha seleccionado como limites inferiores y superiores + 3xS.D.

de X.

1.0

0.8 -

X +3xS.D.

0.4 4

PAAP unido, %

0.2 1

0.0 +————— T
01/02/02  01/08/0 01/02/03  01/08/03  01/02/04  01/08/0

Fecha de medida, dd/mm/aa

Figura 72. Medida del porcentaje de union del PAAP al MIPI en funcion del tiempo transcurrido desde la
sintesis del polimero. [PAAP] = 250 nmol L, [MIP1] = 2.5 mg mL™.

Los resultados mostrados en la figura 72, demuestran que la capacidad de union
selectiva del polimero de impronta molecular (MIP1) se mantiene estable durante al
menos 2 afios y medio. Durante este tiempo el MIP se conservo simplemente
almacenado en botes de vidrio a temperatura ambiente y en ausencia de luz, lo cual
resulta muy ventajoso frente al empleo de otro tipo de elementos de reconocimiento
selectivo tales como los anticuerpos, que pueden perder sus caracteristicas de

reconocimiento selectivo si no son almacenados en condiciones especificas.
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4.6. APLICACION DEL MIA A LA DETERMINACION DE PENICILINAS
EN MUESTRAS REALES

4.6.1. DETERMINACION DE PENICILINA G EN UN PREPARADO
FARMACOLOGICO

El ensayo fluorescente MIA desarrollado se ha aplicado al analisis de PENG en
un preparado farmacolégico. Para ello, se ha seguido el procedimiento descrito en el

apartado 3.4.1. de la Parte Experimental.

La curva de respuesta del analito patréon se ha preparado disolviendo una
mezcla de penwilina G potisica (PENG-K) vy penicilina G procaina (PENG-P) en
acetonitrilo-agua (99:1, v/v) en la misma proporcién que indica el fabricante del
medicamento (1000000:3000000 UI). El calibrado obtenido se comparé con el
obtenido utilizando sélo PENG-K.
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Figura 73. (e) Curvas de respuesta a PENG-K o (®) la mezcla PENG-K/PENG-P (1000000 IU:3000000 IU) con
el MIP1I.

Como puede observarse en la figura 73, existen diferencias significativas entre
las curvas de calibrado obtenidas en ambos casos, sobretodo a concentraciones altas

de analito que pueden atribuirse a la distinta fuerza iénica del medio [28,248].
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Para evitar este efecto, la curva de calibrado utilizada para el analisis del farmaco

se prepar6 empleando como disolucién patrén la mezcla de PENG-K y PENG-P.

La validacion del método se realiz6 mediante estudios de recuperacion

adicionando cantidades crecientes (349 y 699 mmol L-1) de PENG-K/PENG-P, sobre

las muestras de farmaco reconstituidas.

Tabla 41. Analisis de PENG en un preparado farmacéutico mediante el MIA desarrollado (n = 3).

Valor nominal’, PENG, mmol mL’ PENG, mmol L R, RSD,
mmol L afiadidos recuperado %o %
0 318 92 11
347 349 716 102 6
699 1083 103 6

*Valor nominal: 50000 Ul mL~" (PENG potasica) + 150000 Ul mL-" (PENG procaina).

En la tabla 41 se muestran los valores de recuperacién obtenidos que se
encuentran comprendidos entre 92% y 103%. Ademas, los resultados se correlacionan
de forma excelente con los obtenidos aplicando el método cromatografico puesto a

punto en el Capitulo VI (apartado 4.2.) de esta Memoria (figura 74).

1.2

P, =699 mmol L1

1.0 A

0.8
P, =349 mmol L1

0.6

método MIA

0.4

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

método HPLC

Figura 74. Recta de regresion BLS (regresion de minimo cuadrados bivariante) para la comparacion de
métodos analiticos considerando errores en ambos ejes (pte = 1.001, 0.0. = -0.02, 1 = 0.999).
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4.7. DESARROLLO DE UN OPTOSENSOR EMPLEANDO MIPs COMO
ELEMENTOS DE RECONOCIMIENTO SELECTIVO

Tanto el sector agroalimentario como el medioambiental se encuentran entre las
areas de la ciencia que sufren una transformacién continua debido al notable aumento
de los niveles de automatizaciéon. El objetivo principal de dicha automatizacion es la
obtencién de sistemas de medida “in situ” rapidos y seguros, cuyas variables puedan
ser facilmente interpretadas y controladas. Estos dispositivos se denominan

genéricamente sensores.

En este sentido, se llevaron a cabo nuevas investigaciones con el fin de evaluar
la aplicabilidad del fluoroensayo MIA desarrollado para la construccion de un sensor

quimico de fibra éptica (optrodo).

Para ello, se examiné mediante el sistema 6ptico descrito en el apartado 3.3.3.
de la Parte Experimental, muestras de polimero MIP1 que previamente habian sido
incubadas con PAAP 250 nmol L1 y diferentes concentraciones de PENG (0.5, 50,
166.6 y 333.2 ug mL1).
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Figura 75. (a) Espectros de emision en acetonitrilo-agua (99:1, v/v) del PAAP inmovilizado en el MIPI en
presencia de diferentes concentraciones de PENG (0.0, 0.5, 50, 166.6 y 333.2 ug mL”) asi como el fondo
obtenido para el polimero en ausencia de PAAP, Ao (PAAP) = 342 nm. (b) (®) Curva de calibrado obtenida con
el sensor de fibra dptica en funcion de la concentracion de PENG (apartado 3.3.3., Capitulo 1V). (®) Curva de
calibrado obtenida mediante el sistema en flujo optimizado (apartado 3.3.2., Capitulo 1V) (n = 3).
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En la figura 75 se muestran los espectros de emision recogidos para cada una de
las fracciones de polimeros medidas asi como las curvas de respuesta obtenidas a Aem
= 376 nm. Los resultados obtenidos con el optosensor se correlacionan con los
conseguidos midiendo la fluorescencia del PAAP no unido al MIP1 en el
sobrenadante de la disolucién de incubacién empleando el sistema en flujo descrito en

el apartado 3.3.2. de este capitulo.

En consecuencia, es posible demostrar la aplicabilidad del ensayo desarrollado
para la fabricacion de un optrodo para la determinacién de PENG, con una fase
sensible basada en polimeros de impronta molecular y deteccion indirecta mediante la

monitorizacion de la luminiscencia de un derivado fluorescente de penicilina.



CONCLUSIONES 5

e Se ha sintetizado una librerfa de MIPs empleando PENG como molécula plantilla,
variando la naturaleza del monémero funcional, entrecruzante, iniciador y porégeno
empleados en la sintesis. A su vez, se han preparado los correspondientes polimeros

de control (CP) empleando Boc-L-Phe-OH como molécula plantilla.

e Se ha evaluado la reactividad cruzada de siete derivados sintéticos fluorescentes de
las  penicilinas empleando ensayos competitivos con PENG marcada
radiactivamente. A partir de los resultados obtenidos en estos ensayos se puede
concluir que el MIP1 obtenido empleando penicilina G (1 mmol), MAA como
monomero funcional (10 mmol), TRIM como entrecruzante (15 mmol), AIBN (0.6
mmol) como iniciador y acetonitrilo (7.5 mL) como disolvente porégeno es el que

proporciona mejores resultados en combinacion con el PAAP.

e Se ha puesto a punto un método analitico para la determinacién de penicilinas
basado en un ensayo de tipo competitivo empleando un polimero de impronta
molecular como elemento de reconocimiento selectivo y un derivado sintético

fluorescente de las B-lactamas como competidor.

e Se ha comprobado que para el MIP1 el disolvente éptimo para el reconocimiento

de la PENG es una mezcla de acetonitrilo-agua (99:1, v/v). La presencia de
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mayores cantidades de agua disminuye de forma notable el reconocimiento
selectivo, ya que se desfavorecen las interacciones por enlaces de hidrégeno entre el

antibiético B-lactamico y los sitios de unién del polimero.

e Se ha caracterizado morfolégicamente la superficie y porosidad del polimero de
impronta molecular MIP1, asi como la del polimero de control (CP1), mediante
porosimettia de adsorcién/desorcion de nitrégeno, comprobandose que el
diametro de poro mas probable para el MIP1 es de 20 nm y para el CP1, de 15 nm,
resultado que podria justificarse por el mayor tamafo que presenta la PENG
(molécula plantilla del MIP1) con respecto a la Boc-L-Phe-OH (molécula plantilla
del CP1).

e Sec ha evaluado la constante de unién especifica del PAAP al polimero MIP1. De
los ensayos de union realizados, se obtiene un perfil de adsorcién no lineal en todo
el intervalo de concentracién ensayado que se ajusta a una isoterma de adsorcion de
tipo Bi-Langmuir proporcionando unos buenos parametros de ajuste (&1 = 24 *
12 L mmoll, £ =0.7 £ 0.2 Lmmol!y ¢ =24 = 7 umol g1, g = 125 £ 7 umol g
). Los valores obtenidos indican que el derivado fluorescente PAAP resulta ser un

excelente competidor para el desarrollo del MIA para PENG utilizando el MIP1.

e Se ha llevado a cabo un estudio cinético de la union del marcador fluorescente
PAAP con el MIP/CP en ausencia/presencia de PENG concluyéndose que es
necesario un tiempo de incubacién de 7 h para la realizacion del ensayo competitivo
directo. Una vez transcurrido este tiempo, se mide la fluorescencia del sobrenadante
empleando un sistema de inyeccién en flujo que permite aumentar la velocidad de

muestreo frente a la realizacion de las medidas en discontinuo.

e El] fluoroensayo MIA desarrollado permite la determinacion de PENG en el
intervalo de 3 a 890 umol L1, con un limite de deteccién de 0.32 umol 1. El

ICso (desplazamiento del 50%) corresponde a una concentraciéon de 53 umol L1



Conclusiones

e [.os estudios de reactividad cruzada (RC) demuestran que el ensayo también es
sensible al acido 6-APA (57%) y a los antibiéticos AMOX (29%), AMPI (37%) y
PENV (40%), que presentan una elevada semejanza estructural con la PENG. Por
otra parte, la OXA (21%), CLOX (6%), NAFCI (3%) y DICLOX (0.9%) muestran
una RC menor y el antibiético B-lactamico CEPAP no es reconocido por el
polimero. Asimismo, otros antimicrobianos sin estructura de tipo penicilina
(cloramfenicol, norfloxacina, tetraciclina, oxitetraciclina, eritromicina y doxiciclina)
no producen ningun tipo de respuesta para concentraciones superiores a 333.2 ug

ml.1.

e Se ha comprobado que la interacciéon entre la sonda PAAP y el polimero se produce
fundamentalmente a través del anillo 3-lactamico de su estructura ya que el acido
pirenoacético (PAA), no muestra reactividad cruzada con la PENG por los sitios de

uniéon especificos del polimero.

e Cuando se emplea el CP1 para la realizacion del ensayo no se produce reacciéon de
competicion entre la PENG y el PAAP, lo cual demuestra la ausencia de sitios de

union selectivos al analito en este polimero.

e Se ha evaluado la estabilidad del polimero de impronta realizando analisis
periddicos de la unién directa del PAAP al MIP1 durante dos afios y medio.
Durante este tiempo, el MIP se ha mantenido seco, a temperatura ambiente y en
ausencia de luz. Se puede concluir que el fluoroensayo MIA desarrollado presenta

una estabilidad operacional superior a 865 dias.

e El ensayo fluorescente se ha aplicado con éxito a la determinacién de PENG en un

preparado farmacolégico, validandose los resultados mediante cromatografia

liquida (HPLC-DAD).






BIBLIOGRAFIA 6

[15]
[10]

[17]

I Congresso 1bérico de Paleontologia, X1V'1 Jornadas de la Sociedad Espaiiola de Paleontologia,
Evora (Portugal) 2000.

K. Haupt, K. Mosbach, Chez. Rev. 2000, 700, 2495.

L. Ye, K. Haupt, Anal. Bioanal. Chem. 2004, 378, 1887.

N. Lavignac, C.J. Allender, K.R. Brain, Anal. Chim. Acta 2004, 570, 139.
L.I. Andersson, |. Chromatogr. B 2004, 739, 163.

J. Matsui, I.A. Nicholls, T. Takeuchi, Tetrabed.-Asymm. 1996, 2, 1357.
A.G. Mayes, K. Mosbach, Anal. Chem. 1996, 68, 3769.

P.T. Vallano, V.T. Remcho, J. Chromatogr. A 2000, 887, 125.

www.scirus.com (Octubre 2005).

C.F. van Nostrum, Drug Discov. Today 2005, 7, 119.

F. Lanza, B. Sellergren, Macromol. Rapid Commun. 2004, 25, 59.
G. Wulft, W. Vespet, |. Chromatogr. 1978, 167, 171.

G. Wulff, S. Schauhoff, . Org. Chem. 1991, 56, 395.

N. Sallacan, M. Zayats, T. Bourenko, A.B. Kharitonov, 1. Willner, Anal. Chen. 2002,
74,702,

G. Whulff, J. Vietmeier, Makromol. Chem. 1989, 190, 1727.
G. Wulff, W. Best, A. Akelah, React. Polym. 1984, 2, 167.

K.J. Shea, T.K. Dougherty, J. An. Chen. Soc. 1986, 108, 1091.

261



Fluoroensayo basado en MIPs para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

18]
[19]
[20]
(21]
22]
(23]

[24]

[25]
20]
27]

(28]

[29]
30]
[31]

[32]

[33]
[34]

[35]

[36]
[37]
38]

[39]

[40]

K.J. Shea, D.Y. Sasaki, . An. Chem. Soc. 1991, 113, 4109.

G. Wulft, G. Wolf, Chem. Ber. 1986, 119, 1876.

G. Wulff, R. Vesper, R. Grobe-Einsler, A. Sarhan, Makromol. Chem. 1971, 178, 2799.
O. Norrléw, M. Glad, K. Mosbach, J. Chromatogr. 1984, 299, 29.

A. Guyot, M. Bartholin, Prog. Polym. Sci. 1982, 8, 277.

B. Sellergren, M. Lepisto, K. Mosbach, J. An. Chen. Soc. 1988, 110, 5853.

S. Subrahmanyam, S.A. Piletsky, E.V. Piletska, B.N. Chen, K. Karim, A.P.F. Turner,
Biosens. Bioelectron. 2001, 16, 631.

M.M. Titirici, B. Sellergren, Anal. Bioanal. Chem. 2004, 378, 1913.
G. Vlatakis, L..I. Andersson, R. Miller, K. Mosbach, Nazure 1993, 361, 645.
L.1. Andetsson, Anal. Chem. 1996, 68, 111.

L.I. Andersson, R. Miller, G. Vlatakis, K. Mosbach, Proc. Nat#l. Acad. Sci. US.A 1995,
92, 4788.

A.G. Mayes, L.I. Andersson, K. Mosbach, Anal. Biochem. 1994, 222, 483.
J. Cederfur, Y. Pei, M. Zihui, M. Kempe, J. Comzb. Chem. 2003, 5, 67.
L. Fischer, R. Miiller, B. Ekberg, K. Mosbach, J. An. Chem. Soc. 1991, 1713, 9358.

R. Suedee, C. Songkram, A. Petmoreekul, S. Sangkunakup, S. Sankasa, N. Kongyarit,
. Pharm. Biomed. Anal. 1999, 19, 519.

L. Andersson, B. Sellergren, K. Mosbach, Tetrabed. Lett. 1984, 25, 5211.
LR. Dunkin, J. Lenfeld, D.C. Sherrington, Polymer 1993, 34, 77.

S.A. Piletsky, H. Matuschewski, U. Schedler, A. Wilpert, E.V. Piletska, T.A. Thiele, M.
Ulbricht, Macromolecules 2000, 33, 3092.

M. Kempe, K. Mosbach, J. Chromatogr. A 1994, 664, 276.
M. Kempe, L. Fischer, K. Mosbach, |. Mo/. Recognit. 1993, 6, 25.
M. Kempe, K. Mosbach, J. Chromatogr. 41995, 691, 317.

S.A. Piletsky, E.V. Piletskaya, A.V. Elgersma, K. Yano, 1. Karube, Y.P. Parhometz,
A.V. Elskaya, Biosens. Bioelectron. 1995, 10, 959.

K. Tanabe, T. Takeuchi, J. Matsui, K. Ikebukuro, K. Yano, 1. Karube, . Chem. Soc.,
Chem. Commun. 1995, 22, 2303.



Bibliografia

[41]

[42]
[43]

[44]

[45]

[40]

[59]

[60]

[61]
[62]

[63]

K. Yano, K. Tanabe, T. Takeuchi, J. Matsui, K. Ikebukuro, 1. Karube, Anal Chim.
Acta 1998, 363, 111.

T. Pap, G. Horvai, |. Chromatogr. A 2004, 1034, 99.
N. Hilal, V. Kochkodan, L. Al-Khatib, G. Busca, Susf. Interface Anal. 2002, 33, 672.

S.A. Piletsky, E.V. Piletska, K. Karim, K.W. Freebairn, C.H. Legge, A.P.F. Turner,
Macromolecules 2002, 35,7499,

K. Sreenivasan, Polym. Int. 1997, 42, 169.

A. Kugimiya, T. Takeuchi, J. Matsui, K. Ikebukuro, K. Yano, 1. Karube, Anal. Lett.
1996, 29, 1099.

P. Turkewitsch, B. Wandelt, G.D. Darling, W.S. Powell, Anal. Chem. 1998, 70, 2025.
P.A.G. Cormack, A.Z. Elorza, |. Chromatogr. B 2004, §04, 173.

B. Sellergren, Molecutarly Imprinted Polymers: Man-made wmimics of antibodies and their
applications in anaytical chemistry, Elsevier, Amsterdam (Holanda), 2001.

G. Whulff, J. Vietmeier, H. G. Poll, Makromol. Chem. 19817, 188, 731.

M. Glad, P. Reinholdsson, K. Mosbach, React. Polym. 1995, 25, 47.

L. Ye, R. Weiss, K. Mosbach, Macromolecules 2000, 33, 8239,

S.A. Piletsky, H.S. Andersson, I.A. Nicholls, J. Mol. Recognit. 1998, 11, 94.
L. Andersson, B. Ekberg, K. Mosbach, Tetrabed. Lett. 1985, 26, 3623.
D.J. O’Shannessy, B. Ekberg, K. Mosbach, .Anal. Biocher. 1989, 177, 144.
B. Sellergren, Macromol. Chem. 1989, 190, 2703.

“Optical Sensors and Switches”, en V. Ramamurthy, KS. Schanze (eds.), Molecular and
Supramolecular Photochemistry, M. Dekker, Nueva York (EE.UU.), 2001.

“Chemosensors for lon and Molecular Recognition”, en ].P.Y. Desvergne, A.W. Czarnik
(eds.), NATO ASI Series, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht (Holanda), 1997.

C.L. Baird, D.G. Myszka, J. Mol. Recogniz. 2001, 75, 261.

S.A. Piletsky, E.V. Piletskaya, T.L. Panasyuk, A.V. El'skaya, R. Levi, I. Karube, G.
Wulff, Macromolecules 1998, 31, 2137.

B. Sellergren, L. Andersson, J. Org. Chem. 1990, 55, 3381.
A.G. Mayes, M.]. Whitcombe, Ady. Drug Deliver. Rev. 2005, 57, 1742.

M. Liibke, M.]. Whitcombe, E.N. Vulfson, |. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 13342.

263



Fluoroensayo basado en MIPs para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[74]
[75]

[70]

[77]
[78]

[79]

80]

[81]

J.U. Klein, M.J. Whitcombe, F. Mulholland, E.N. Vulfson, Angew. Chem. Int. Ed. 1999,
38, 2057.

M.J. Whitcombe, M.E. Rodriguez, P. Villar, E.N. Vulfson, |. Aw. Chen. Soc. 1995, 117,
7105.

S.A. Piletsky, K. Karim, E.V. Piletska, C.J. Day, K.W. Freebairn, C. Legge, A.P.F.
Turner, Analyst 2001, 726, 1826.

F. Navarro-Villoslada, B. San Vicente, M.C. Moreno-Bondi, Anal. Chin. Acta 2004,
504, 149.

A. Bereczki, G. Tolokan, V. Horvai, F. Horvath, H.A.J. Lanza, B. Sellergren, J.
Chromatogr. A 2001, 930, 31.

J. Wang, P.A.G. Cormack, D.C. Sherington, E. Khoshdel, Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
2003, 42, 5330.

K. Hosoya, K. Yoshihako, Y. Shirasu, K. Kimata, T. Araki, N. Tanaka, J. Haginaka, |.
Chromatogr. 1996, 728, 139.

L. Ye, P.A.G. Cormack, K. Mosbach, Anal. Commun. 1999, 36, 35.

P. Li, F. Rong, X. Zhu, Y. Xie, C. Yuan, Polym. Int. 2003, 52, 1799.

L. Ye, P.A.G. Cormack, K. Mosbach, Anal. Chim. Acta 2001, 435, 187.
K. Haupt, A. Dzgoev, K. Mosbach, Anal. Cher. 1998, 70, 628.

L. Ye, K. Mosbach, J. Amer. Chem. Soc. 2001, 723, 2901.

T. de Boer, R. Mol, R.A. de Zeeuw, G.J. Jong, D.C. Sherington, P.A.G. Cormack, K.
Ensing, Electrophoresis 2002, 23, 1296.

M.J. Whitcombe, C. Alexander, E. Vulfson, Trends Food. Sci. Tech. 1997, 8, 140.
R.J. Ansell, K. Mosbach, J. Chromatogr. 41997, 787, 55.

E.V. Piletska, M. Romero-Guerra, A.R. Guerreiro, K. Karim, A.P.F. Turner, S.A.
Piletsky, Anal. Chim. Acta 2005, 542, 47.

K. Hosoya, K. Yoshizako, N. Tanaka, K. Kimata, T. Araki, J. Haginaka, Chen. Lett.
1994, 8, 1437.

J. Haginaka, H. Sanbe, H. Takehira, |. Chromatogr. 41999, §57, 117.
J. Haginaka, H. Takehira, K. Hosoya, N. Tanaka, . Chromatogr. 41999, §49, 331.
E. Yilmaz, K. Haupt, K. Mosbach, Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 12.

F.G. Tamayo, M.M. Titirici, A. Martin-Esteban, B. Sellergren, Anal. Chim. Acta 2005,
542, 38.



Bibliografia

[85]

[86]

[87]

[88]

[100]
[101]
[102]
[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

E. Yilmaz, O. Ramstrém, P. Méller, D. Sanchez, K. Mosbach, . Mater. Chem. 2002,
12, 1577.

R.E. Fairhurst, C. Chassaing, R.F. Venn, A.G. Mayes, Biosens. Bioelectron. 2004, 20,
1098.

T.Y. Guo, Y.Q. Xia, J. Wang, M.D. Song, B.H. Zhang, Biomaterials 2005, 26, 5737.

A. Bossi, S.A. Piletsky, E.V. Piletska, P.G. Righetti, A.P. Turner, Anal. Chen. 2001, 73,
5281.

T. Panasyuk-Delaney, V.M. Mirsky, M. Ulbricht, O.S. Woltbeis, Anal. Chim. Acta
2001, 435, 157.

G. Wulff; D Oberkobusch; M.Minarik, React. Polym. 1985, 3, 261.

M. Glad, O. Nortlow, B. Sellergren, K. Mosbach, J. Chromatogr. 1985, 341, 11.
O. Prucker, R. Rihe, Macromolecules 1998, 31, 592.

O. Prucker, R. Riuthe, Macromolecules 1998, 37, 602.

T. Otsu, M. Yoshida, Makromol. Chem.-Rapid. 1982, 3, 127.

I. Gusev, X. Huang, C. Horvath, . Chromatogr. A 1999, 855, 273.

E.C. Peters, M. Petro, F. évec,].M. J. Frechet. Anal. Chem. 1998, 70, 2288.
D. Wistuba, V. Schurig, J. Chromatogr. A 2000, 875, 255.

L. Schweitz, P. Spégel, S. Nilsson, Electrophoresis 2001, 22, 4053.

C. Alvarez-Lorenzo, A. Concheiro, |. Chromatogr. B 2004, 804, 231.

M. Andag, R. Say, A. Denizli, . Chromatogr. B 2004, 8711, 119.

M.L. Yang, Y.Z. Li, |. Mol. Recognzt. 2005, 78, 103.

H.S. Andersson, I.A. Nicholls, Bioorg. Chem. 1997, 25, 203.

M.A. Gore, R.N. Karmalkar, M.G. Kulkarni, J. Chromatogr. B 2004, 8§04, 211.

HY. Wang , S.L.. Xia, H. Sun , Y.K. Liu , S.K. Cao, T. Kobayashi, J. Chromategr. B
2004, 804, 127.

Y. Lu, C. Li, X. Wang, |. Chromatogr. B 2004, 8§04, 53.

J. O’Mahony, A. Molinelli, K. Nolan, M.R. Smyth, B. Mizaikoff. Biosens. Bioelectron.
20006, 27, 1383.

J.G. Karlsson, Analyst 2004, 129, 456.



Fluoroensayo basado en MIPs para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]
[120]
[121]
[122]

[123]

[124]
[125]
[126]
[127]
[128]

[129]

J. Areizaga, M.M. Cortazar, ].M. Elorza, ].J. Iruin, Polimeros, Editorial Sintesis, Madrid
(Espana), 2002.

J. Yin, G. Yang, Y. Chen, . Chromatogr. A 2005, 1090, 68.

G. Paniagua Gonzalez, P. Fernandez Hernando, J.S. Durand Alegtia, Anal. Chim. Acta
2006, 557, 179.

R.J. Umpleby 11, S.C. Baxter, M. Bode, ]J.K. Berch Jr., RN. Shah, K.D. Shimizu, .A#nal.
Chim. Acta 2001, 435, 35.

A.M. Rampey, R.J. Umpleby II, G.T. Rushton, J.C. Iseman, R.N. Shah, K.D. Shimizu,
Anal. Chem. 2004, 76, 1123,

C. Baggiani, G. Giraudi, C. Giovannoli, C. Tozzi, L. Anfossi, Anal. Chim. Acta 2004,
504, 43.

M. Lehmann, M. Dettling, H. Brunner, E. Gunter, M. Tovar, |. Chromatogr. B 2004,
808, 43.

H. Kim, K. Kaczmarski, G. Guiochon, Chen. Eng. Sci. 2005, 60, 5425.

R.J. Umpleby II, S. C. Baxter, Y. Chen, R.N. Shah, K.D. Shimizu, Anal. Chen. 2001,
73,4584,

I. Quifiones, B. Stanley, G. Guiochon, J. Chromatogr. A 1999, 849, 45.

Y. Chen, M. Kele, I. Quifiones, B. Sellergren, G. Guiochon, J. Chromatogr A 2001, 927,
1.

R. ] Umpleby 11, K.D. Shimizu, Polym. Prepr. 2001, 42, 671.

C. Alexander, L. Davidson, W. Hayes, Tetrabedron 2003, 59, 2025.
D. Kriz, O Ramslrom, K. Mosbach, Anal. Chen. 1997, 69, 345A.
L.I. Andersson, J. Chromatogr. B, 2000, 745, 3.

F. Chapuis, V. Pichon, F. Lanza, B. Sellergren, M.C. Hennion, |. Chromatogr. A 2003,
999, 23.

K. Haupt, Analyst 2001, 126, 747.

L. Zhu, X. Xu, . Chromatogr. A 2003, 991, 151.

S.A. Piletsky, S. Alcok, A.P.F. Turner, Trends Biotechnol. 2001, 79, 9.
J. Xie, L. Zhu, X. Xu, Anal. Chem. 2002, 74, 2352.

N. Masqué, R.M. Marcé, F. Borrull, TAC. 2001, 20, 477.

J. Damen, D.C. Neckers, |. An. Chem. Soc. 1980, 102, 3265.



Bibliografia

[130]

[131]
[132]
[133]
[134]
[135]
[136]
[137]

[138]

[139]
[140]
[141]
[142]
[143]

[144]

[145]

[146]
[147]
[148]
[149]

[150]

[151]
[152]

[153]

K.J. Shea, E.A. Thompson, S.D. Pandey, P.S. Beauchamp, |. Aw. Chem. Soc. 1980, 102,
3149.

R. Miller, L.I. Andersson, K. Mosbach, Macromol. Rapid Comm. 1993, 14, 637.
J. Matsui, I.A. Nicholls, I. Karube, K. Mosbach., . Org. Chen. 1996, 61, 5414.
S.C. Liu, K. Mosbach, Macromol. Rapid. Comm. 1997, 18, 609.

R.J. Ansell, Adp. Drug Deliver. Rev. 2005, 57, 18009.

D.A. Spivak, Ady. Drug Deliv. Rev. 2005, 57, 1779.

B. Sellergren, K.J. Shea, J. Chromatogr A 1995, 690, 29.

H. Kempe, M. Kempe, Macromol. Rapid. Comm. 2004, 25, 315.

K. Skudar, O. Briiggemann, A. Wittelsberger, O. Ramstrom, Anal. Commun. 1999, 36,
327.

B.B. Prasad, S. Banerjee, React. Funct. Polym. 2003, 55, 159.

M. Kempe, Anal. Chem. 1996, 68, 1948.

J. Matsui, Y. Miyoshi, O. Doblhoff-Dier, T. Takeuchi, Anal. Chem. 1995, 67, 4404.
J. Matsui, T. Takeuchi, Anal. Commun. 1997, 34, 199.

O. Ramstrom, L. Ye, M. Krook, K. Mosbach, Anal. Commun. 1998, 35, 9.

A.E. Rachkov, S.H. Cheong, A.V. El’skaya, K. Yano, 1. Karube, Polym. Ady. Technol.
1998, 9, 511.

J.L. Urraca, M.D. Marazuela, E.R. Merino, G. Orellana, M.C. Moreno-Bondi, .
Chromatogr. A 2006, 1116, 127.

O. Ramstrém, C. Yu, K. Mosbach, J. Mo/. Recognit. 1996, 9, 691.

J. Haginaka, C.K., J. Chromatogr. B 2004, 8§04, 19.

J. Lange, D. Haberland, R. Thede, J. Lig. Chromatogr. R. T. 2003, 26, 285.

R. Suedee, T. Srichana, J. Saelim, T. Thavornpibulbut, Analyst 1999, 7124, 1003.

M. Walshe, E. Garcia, J. Howarth, M.R. Smyth, M.T. Kelly, .Anal. Commun. 1997, 34,
119.

K. Ensing, C. Berggren, R.E. Majors, L.C GC Eur. 2002, 75, 16.
J. Haginaka, T=AC 2005, 24, 407.

E. Caro, N. Masqué, R.M. Marcé, F. Borrull, P.A.G. Cormack, D.C. Sherrington, .
Chromatogr. A 2002, 963, 169.

267



Fluoroensayo basado en MIPs para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]
[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]
[170]

[171]

[172]

[173]

W.M. Mullet, M. Walles, K. Levsen, J. Botlak, J. Pawliszyn, J. Chromatogr. B 2004, 801,
297.

G. Theodoridis, C.K. Zacharis, P.D. Tzanavaras, D.G. Themelis, A. Economou, J.
Chromatogr. A 2004, 1030, 69.

M.T. Muldoon, L.H. Stanker, Anal. Chem. 1997, 69, 803.

B. Dirion, F. Lanza, B. Sellergren, C. Chassaing, R. Venn, C. Berggren, Chromatographia
2002, 56, 237.

C. Crescenzi, S. Bayoudh, P.A.G. Cormack, T. Klein, K. Ensing, Anal. Chen. 2001, 73,
2171.

L.I. Andersson, A. Paprica, T. Arvidsson, Chromatographia 1997, 46, 57.
B. Sellergren, Anal. Chem. 1994, 66, 1578.

E. Caro, RM. Marcé, F. Borrull, P.A.G. Cormack, D.C. Sherrington, T4C 2006, 25,
143.

J.P. Lai, R. Niessner, D. Knopp, Anal. Chim. Acta 2004, 522, 137.

B. San Vicente, F. Navarro Villoslada, M.C. Moreno-Bondi, Anal. Bivanal. Chen. 2004,
380, 115.

E. Caro, RM. Marcé, P.A.G. Cormack, D.C. Sherrington, F. Borrull, J. Sep. Sci. 2005,
28,1221.

E. Caro, RM. Marcé, P.A.G. Cormack, D.C. Sherrington, F. Borrull, J. Chromatogr. B
2004, 8§73, 137.

W.M. Mullet, M.F. Dirie, E.P.C. Lai, H. Guo, X. He, Anal. Chim. Acta 2000, 414, 123.

E. Caro, RM. Marcé, P.A.G. Cormack, D.C. Sherrington, F. Borrull, Anal. Chim. Acta
2005, 552, 81.

G. Brambilla, M. Fiori, B. Rizzo, V. Crescenzi, G. Masci, . Chromatogr. A 2001, 759,
27.

J. Haginaka, H. Sanbe, Anal. Chen. 2000, 72, 52006.
E.P.C. Lai, S.G. Wu, Anal. Chim. Acta 2003, 4817, 165.

R. Cela, R.A. Lotrenzo, M.C. Casais, Técnicas de separacion en Quimica Analitica, Editorial
Sintesis, Madrid (Espafia), 2002.

M. Quaglia, B. Sellergren, E. De Lorenzi, |. Chromatogr. A 2004, 1044, 53.

M. Quaglia, E. De Lorenzi, C. Sulitzky, G. Massolini, B. Sellergren, Analyst 2001, 726,
1495.



Bibliografia

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]
[179]

[180]

[181]

[182]
[183]

[184]

[185]
[186]
[187]

[188]

[189]
[190]
[191]
[192]
[193]

[194]

[195]

A. Hulanicki, S. Glab, F. Ingman, Pure Appl. Cheme. 1991, 63, 1247.

S.A. Piletsky, A. P.F. Turner “New materials based on imprinted polymers and their application
in optical sensors” en B.S. Ligler, C.A. Rowe Taitt (eds.) Optical biosensors: Present and future,
Elsevier, Amsterdam (Holanda), 2002.

K. Haupt, K. Mosbach, T~4C 1997, 76, 321.

S. McNiven, 1. Karube “Toward optical sensors for biologically active molecules” en B.
Sellergren (ed.) Molecularly Imprinted Polymers. Man-made mimics of antibodies and their
applications in analytical chemistry, Elsevier, Amsterdam (Holanda), 2001.

J.L. Suarez-Rodriguez, M.E. Diaz Garcia, Anal. Chim. Acta 2000, 405, 67.
F.L. Dikert, H. Besenbock, M. Tortschanoff, .Adv. Mater. 1998, 70, 149.

A. Fernandez-Gonzalez, R. Badfa Laifio, M.E. Diaz- Garcfa, L. Guardia, A. Viale, J.
Chromatogr. B 2004, 804, 247.

C.J. Percival, S. Stanley, M. Galle, A. Braithwaite, M.I. Newton, G. McHale, W. Hayes,
Anal. Chem. 2001, 73, 4225,

D.L. Rathbone, D. Su, Y. Wang, D.C. Billington, Tetrahed. Lett. 2000, 47, 123.
N.T. Greene, K.D. Shimizu, J. An. Chem. Soc. 2005, 127, 5695.

T. Takeuchi, T. Mukawa, J. Matsui, M. Higashi, K.D. Shimizu, Anal. Chem. 2001, 73,
3869.

D.L. Rathbone, Y. Ge, Anal. Chim. Acta 2001, 435, 129.
Y. Liao, W. Wang, B. Wang, Bioorg. Chem. 1999, 27, 463.
W. Wang, S. Gao, B. Wang, Org. Letz. 1999, 8, 1209.

A.P.F. Turner, Biosensor: McGraw-Hill Yearbook of Science and Techonology, McGraw-Hill,
Nueva York (EE.UU.), 1999.

E. Toorisaka, K. Uezu, M. Goto, S. Furusaki, Biochern. Eng. ]. 2003, 74, 85.
H. Ait-Haddou, S.M. Leeder, M.R. Gagné, Inorg. Chim. Acta 2004, 357, 3854.
P. Pasetto, S.C. Maddock, M. Resmini, .Anal. Chim. Acta 2005, 542, 66.

A. Strikovsky, J. Hradil, G. Wulff, React. Funct. Polym. 2003, 53, 49.

T. Porstmann, S.T. Kiessing, J. Immunol. Methods 1992, 150, 5.

M.L. Yarmush, A.M. Weiss, K.P. Antonsen, D.J. Odde, D.M. Yarmush, Biotechnol.
Adp. 1992, 10, 413.

C.A.K. Borrebaeck, Immunol. Today 2000, 27, 379.



Fluoroensayo basado en MIPs para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

[196]
[197]
[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

[203]
[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

[211]
[212]

[213]

[214]

[215]
[216]

[217]

G. Vlatakis, L.I. Andersson, R. Muller, K. Mosbach, Nazure 1993, 3671, 645.
J. Svenson, I.A. Nicholls, Anal. Chim. Acta 2001, 435, 19.
M. Siemann, L.I. Andersson, K. Mosbach, J. Agr. Food Chem. 1996, 44, 141.

L.1. Andersson, R. Muller, G. Vlatakis, K. Mosbach, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S..A. 1995,
92, 4788.

L. Ye, I. Surugiu, K. Haupt, Anal. Chem. 2002, 74, 959.

I. Surugiu, L. Ye, E. Yilmaz, A. Dzgoev, B. Danielsson, K. Mosbach, K. Haupt,
Analyst 1999, 125, 13.

M. Janotta, R. Weiss, B. Mizaikoff, O. Bruggemann, L. Ye, K. Mosbach, Int. |. Environ.
Anal. Chem. 2001, 80, 75.

S. McNiven, M. Kato, R. Levi, K. Yano, 1. Karube, Anal. Chim. Acta 1998, 365, 69.
T. Takeuchi, A. Dobashi, K. Kimura, Anal. Chen. 2000, 72, 2418.

S.A. Piletsky, E.V. Piletskaya, A.V. El'Skaya, R. Levi, K. Yano, 1. Karube, Anal. Lett.
1997, 30, 445.

J.L. Suarez-Rodriguez, M.E. Diaz-Garcia, Biosens. Biolectron. 2001, 16, 955.

S.A. Piletsky, E.V. Piletskaya, A. Bossi, K. Karim, P. Lowe, A.P.F. Turner, Biosens.
Bioelectron. 2001, 716, 701.

I. Surugiu, J. Svitel, L. Ye, K. Mosbach, K. Haupt, Anal. Cher. 2001, 73, 487.

S.A. Piletsky, E.V. Piletska, B.N. Chen. K. Karim, D. Weston, G. Barrett, P. Lowe,
A.P.F. Turner, Anal. Chem. 2000, 72, 4381.

I. Chianella, M. Lotierzo, S.A. Piletsky, I.LE. Tohill, BN. Chen, K. Karim, A.P.F.
Turner, Anal. Chem. 2002, 74, 1288.

K. Haupt, A.G. Mayes, K. Mosbach, Anal. Chen. 1998, 70, 3936.
K. Haupt, React. Funct. Polym. 1999, 41, 125.

R. Levi, S. McNiven, S.A. Piletsky, S.H. Cheong, K. Yano, 1. Karube, Anal. Chen.
1997, 69, 2017.

S.A. Piletsky, E.V. Piletskaya, A. Bossi, K. Karim, P. Lowe, Biosens. Bioelectron. 2001,
16, 701.

C.F. Chow, M.H.W. Lam, M.K.P. Leung, Anal. Chim. Acta 2002, 466, 17.
S. Kroeger, A.P.F. Turner, K. Mosbach, K. Haupt, Anal. Cher. 1999, 71, 3698.

I. Surugiu, B. Danielsson, L. Ye, K. Mosbach, K. Haupt, Anal. Chem. 2001, 73, 487.

270



Bibliografia

[218]

[219]

[220]

[221]

[222]

[223]

[224]

[225]

[226]

[227]

[228]

[229]

[230]
[231]
[232]

[233]

[234]

[235]

B. Schollhorn, C. Maurice, G. Flohic, B. Limoges, Analyst 2000, 725, 665.

G. Orellana Moraleda, S. Aparicio Lara, M.C. Moreno Bondi, E. Benito Pefa, Patente
ES 2197811.

S.A. Piletsky, E. Terpetschnig, H.S. Anderson, I.A. Nichols and O.S. Wolfbeis, Fres. J.
Anal. Chem. 1999, 364, 512.

G. Egidi, Teszs Doctoral, Universidad de Netchatel, 2004.

E. Benito-Pefia, M.C. Moreno-Bondi, S. Aparicio, G. Orellana, J. Cederfur, M.
Kempe, Anal. Chem. 2006, 78, 2019.

Informe del proyecto CREAM “Cartridges with Molecularly Imprinted Recognition Elements
Jor Antibiotic Residues Monitoring in Milk”, Buropean Commission (“Management of the
Living Resources. Key Action 1, the Food, Nutrition and Health program” (QLK1-
CT-1999-00902).

S.A. Piletsky, E. Terpetschnig, H.S. Anderson, I.A. Nichols, O.S. Wolfbeis, Fres. ].
Anal. Chem. 1999, 364, 512.

C.Y. Lin, C.C. Lin, Electrophoresis 2004, 25, 3997.

J.L. Urraca, J. Gonzalez-Vazquez, M.C. Carbajo, M.]. Torralvo, G. Orellana, M.C.

Moreno, (manuscrito en preparacion).

S.J. Gregg, K.S. W. Sing, Adsorption, surface area and porosity, Academic Press 2* edicion,
Londres (Reino Unido), 1982.

F. Rouquerol, J. Rouquerol, K. Sing, Adsorption by powders and porous solids: Principles,
methodology and applications, Academic Press, Londres (Reino Unido), 1999.

K.S.W. Sing, D.H. Everett, R.A. W. Haul, L.. Moscou, R.A. Pierotti, J. Rouquerol, T.
Siemieniewska, Pure Appl. Chem. 1985, 57, 603.

K.S.\W Sing, Chen. Ind. 1968, S1520.
B.C. Lippens, J.H. de Boer, . Catal. 1965, 4, 319.
K. Haupt; A.G. Mayes, K. Mosbach, Anal. Chem. 1998, 70, 3936.

Y. Chen, M. Kele, I. Quinones, B. Sellergren, G. Guiochon, J. Chromatogr. A 2001,
927, 1.

R.J. Umpleby II, S.C. Baxter , A.M. Rampey , G.T. Rushton , Y. Chen, K.D. Shimizu,
J. Chromatogr. B 2004, 8§04, 141.

P. Sajonz, M. Kele, G.M. Zhong, B. Sellergren, G. Guiochon, |. Chromatogr. A 1998,
810, 1.

271



Fluoroensayo basado en MIPs para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

[236]

[237]

[238]

[239]

[240]

[241]
[242]

[243]

[244]

[245]

[240]

[247]

[248]

M. Valcarcel, M. D. Luque de Castro, “Flow-through (Bio)chemical Sensors”, en Technigues

and Instrumentation in Analytical Chemistry, Elsevier Science, Amsterdam (Holanda),
1994.

J. Ruzicka, E. H. Hansen, Flow Injection Analysis, Wiley, Nueva York (EE.UU.), 1988.

M. Valcarcel, M.D. Luque de Castro, Flow Injection Analysis. Principles and Applications, E.
Horwood (ed.), Christester (Reino Unido), 1987.

J.P. Whelan, A.W. Kusterbeck, G.A. Wembhoff, R. Bredehorst, F.S. Ligler, Anal. Chen.
1993, 65, 3561.

B. Sellergren, Techniques and Instrumentation in Analytical Chemistry: Molecular imprinted
polymers 23, Elsevier, Amsterdam (Holanda), 2001.

D. Kriz, K. Mosbach, Anal. Chin. Acta 1995, 300, 71.
T. Takeuchi, D. Fukuma, J. Matsui, ~Anal. Chen. 1999, 71, 285.

R.P. Ekins, “Tmmunoassay Design and Optimisation” en C.P. Price, D.J. Newman (eds.)
Principles and Practice of Immunoassay, McMillan, Londres (Reino Unido), 1997.

A. Fernandez-Gonzilez, R. Badia Laino, M.E. Diaz-Garcia, L. Guardia, A. Viale, |.
Chromatogr. B 2004, 804, 247.

ISO 3534-1:1993 “Statistics - Vocabulary and symbols - Part 1: Probability and general
statistical terms”.

J.G. Katlsson, L.I. Andersson, I.A. Nicholls, Anal. Chim. Acta 2001, 435, 57.

Y. Watabe, T. Kubo, T. Nishikawa, T. Fujita, K. Kaya, K. Hosoya, J. Chromatogr. A
2006, (en prensa).

L.1. Anderson, Anal. Chem. 1996, 68, 111.

272



V.

DESARROLLO DE UN
FLUOROINMUNOSENSOR PARA LA
DETERMINACION DE
ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS







DESARROLLO DE UN FLUOROINMUNOSENSOR
. PARA LA DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS
B-LACTAMICOS

1. TECNICAS ANALITICAS INMUNOQUIMICAS

1.1. OBTENCION Y CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS
1.1.1. PRODUCCION DE ANTICUERPOS
1.1.1.1. Tipos de anticuerpos
1.1.2. INTERACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO
1.1.2.1. Afinidad y avidez de un anticuerpo
1.2. TIPOS DE INMUNOENSAYQOS
1.3. CARACTERISTICAS DE LOS INMUNOENSAYOS
1.4. INMUNOSENSORES
1.4.1. SOPORTES Y METODOS DE INMOVILIZACION

1.5. METODOS INMUNOQUIMICOS APLICADOS AL ANALISIS DE ANTIBIOTICOS B-
LACTAMICOS

2. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES
3.1.1. ANTIBIOTICOS E INHIBIDORES DE LAS B-LACTAMASAS
3.1.2. DERIVADOS FLUORESCENTES B-LACTAMICOS
3.1.3.  INMUNOREACTIVOS
3.1.4. SOPORTES DE INMOVILIZACION DE ANTICUERPOS
3.1.5. REACTIVOS Y DISOLVENTES GENERALES
3.1.6. DISOLUCIONES



indice Capitulo V

3.2. INSTRUMENTACION ANALITICA
3.2.1. SISTEMA DE CONTROL Y MANEJO DE FLUIDOS
3.2.2. ESPECTROFOTOMETROS Y FLUORIMETROS
3.2.3. OTROS INSTRUMENTOS Y MATERIALES

3.3. PROCEDIMIENTOS DE INMOVILIZACION

3.4. PROCEDIMIENTO DE MEDIDA
3.4.1. PROTOCOLO DE ENSAYO DEL INMUNOSENSOR
3.4.2. DETERMINACION DE PENICILINA V EN PIENSO

3.5. ANALISIS DE MUESTRAS REALES

3.5.1. DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN AGUAS RESIDUALES
3.5.2. DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN LECHE

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ENSAYOS PRELIMINARES
4.1.1. PURIFICACION DE ANTICUERPOS
4.1.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD: VALORACION DE LA AVIDEZ DE LOS ANTICUERPOS
POLICLONALES POR LOS DERIVADOS B-LACTAMICOS FLUORESCENTES
4.2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES DE MEDIDA DEL
SISTEMA EN FLUJO
4.2.1. DISENO DEL REACTOR
4.2.2. SELECCION DEL INMUNOADSORBENTE
4.2.3. EFECTO DEL CAUDAL DE INMOVILIZACION
4.2.4. EFECTO DEL VOLUMEN DE MUESTRA

4.2.5. INFLUENCIA DE LA DISOLUCION REGULADORA SOBRE LA RESPUESTA DEL
INMUNOENSAYO

4.2.5.1. Naturaleza de la disolucion reguladora
4.2.5.2. Efecto del pH
4.2.5.3. Concentracion de la disolucion reguladora
4.2.5.4. Efecto de la salinidad
4.2.6. EFECTO DE LA TEMPERATURA
4.2.7. COMPETICION SIMULTANEA VS CONSECUTIVA
4.2.8. TIEMPO DE INCUBACION
4.2.9. OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE ANTIGENO-ANTICUERPO
4.3. CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL INMUNOSENSOR
4.3.1. CALIBRACION DEL SENSOR
4.3.2. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD CRUZADA
4.3.3. PRECISION DEL SISTEMA
4.3.4. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD TEMPORAL DEL INMUNOSOPORTE



Capitulo V

4.3.4.1. Estudios de reversibilidad

4.3.4.2. Estabilidad operativa del inmunosensor

4.4. APLICACION DEL INMUNOSENSOR A LA DETERMINACION DE PENICILINAS EN
MUESTRAS REALES

4.4.1. DETERMINACION DE PENICILINA G Y AMOXICILINA EN MUESTRAS DE AGUAS
RESIDUALES

4.4.2. DETERMINACION DE PENICILINAS EN MUESTRAS DE LECHE
5. CONCLUSIONES

6. BIBLIOGRAFIA






TECNICAS ANALITICAS INMUNOQUIMICAS

Las técnicas inmunoquimicas de analisis o inmunoensayos, aplicadas a la
determinacién de antibiéticos, son de desarrollo relativamente reciente [1-3]. En un
principio, los métodos inmunoquimicos fueron disefiados para el analisis de analitos
de interés clinico, pero la posibilidad de producir anticuerpos (proteinas producidas
de forma natural por el sistema inmunolégico de los animales vertebrados), que
reconozcan virtualmente a cualquier especie quimica, ha facilitado que su empleo se
haya extendido a aplicaciones en el campo medioambiental y agroalimentario, entre

otros.

La base de los inmunoensayos reside en la capacidad de union del anticuerpo al
antigeno (analito de interés, e.g. penicilina), unién que en casi todos los casos es

cuantitativa y especifica.

1.1. OBTENCION Y CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS

La mayoria de los organismos viven en medios potencialmente hostiles, de ahi
que a lo largo de la evolucién hayan ido desarrollando mecanismos de defensa. Este
mecanismo esta formado por un conjunto de células y componentes mediadores

solubles que forman el sisterna inmunitario [4].

De entre estos componentes, cabe destacar los anticuerpos -producidos por

los /linfocitos B- cuya funciéon biolégica es doble, pues por una parte reconocen
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especifica y selectivamente a la molécula invasora y por otra se unen fuertemente a ella

neutralizando su actividad.

Los anticuerpos son glicoproteinas pertenecientes al grupo de las y-globulinas, de
ahi el nombre de zmmunoglobulinas (Igs), que estan formadas por varias cadenas
peptidicas. Su masa molecular oscila entre 150000 y 900000 D, con un contenido en

carbohidratos del 2 al 15% y un punto isoeléctrico (pI) comprendido entre 4.4 y 9.5.

Las inmunoglobulinas pueden dividirse en cinco clases, en funcién de la
estructura de sus cadenas peptidicas y el modo de activaciéon de las funciones
biolégicas protectoras: inmunoglobulinas G (IgG), A (IgA), M (IgM), D (IgD) y E
(IgE).

De todas ellas, las inmunoglobulinas IgGs son las que se encuentran en mayor
proporcién en mamiferos y son las mas utilizadas en el analisis inmunoquimico,

mientras que las demads Igs no juegan un papel importante para estas aplicaciones.

En la figura 76 se muestra esquematicamente la estructura basica de una IgG de

mamifero.

parte variable

parte invariable

icadena pesada

Figura 76. Estructura basica de una 1gG de mamifero.
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Basicamente, las IgGs estan constituidas por la asociaciéon de cuatro cadenas
polipeptidicas unidas entre si mediante puentes disulfuro. Dos de las cadenas se
denominan pesadas (H) y son idénticas entre si, mientas que las otras dos son /fgeras (L)
y también iguales entre si; asi pues, los anticuerpos son moléculas bifuncionales, es

decir, poseen dos sitios de reconocimiento para el antigeno.

Las cadenas presentan una regidn variable (V) situada en los dominios N
terminales de cada cadena (Vi y VH) que es la responsable de la interacciéon con los
antigenos. También se la conoce como dominio de unidn. Estos sitios de reconocimiento
especificos y activos del anticuerpo (parditgpos) interaccionan con la regién unica del
antigeno capaz de unirse al anticuerpo (epitgpo) y su secuencia de aminoacidos es

distinta en funcion del tipo de IgG.

Por otro lado, los dominios C terminales son secuencias de aminoacidos que
constituyen la region constante del anticuerpo y se denominan Cr o Cp segun el tipo
de cadena. Estas regiones presentan la misma secuencia de aminoacidos para
inmunoglobulinas pertenecientes a la misma clase y sirven de anclaje a los receptores

de determinadas células.

1.1.1. PRODUCCION DE ANTICUERPOS

La obtenciéon de un anticuerpo que reconozca especificamente a una especie

quimica requiere la inmunizacién de un animal con dicha especie.

St el analito es macromolecular, con pesos moleculares mayores de 5000 D, la
inyeccion directa del mismo en el organismo productor de anticuerpos genera la
respuesta inmune y los linfocitos del animal producen Igs capaces de unirse
selectivamente al agente inyectado. Si el analito es una molécula organica pequena, como es
el caso de los antibiéticos B-lactamicos, es necesario unirlo a una proteina ajena al

organismo inmunizado, e inyectar el conjugado para generar una respuesta inmune.

En la terminologfa utilizada habitualmente, a estos compuestos de baja masa
molecular se les denomina haptenos. Los conjugados hapteno-proteina capaces de producir

una respuesta inmunitaria son los inmunégenos.

283



Inmunosensor para la determinacion de antibioticos p-lactamicos

Las proteinas mas utilizadas para este fin son: sero albumina bovina (BSA), sero
albumina humana (HSA), ovoalbumina (OVA), la hemocianina del molusco Megathura
crenunlata (KLH) o IgGs de diferentes especies. Los criterios de selecciéon de una
protefna u otra se basan en su poder inmunizante (cantidad de determinantes

antigénicos), solubilidad y facilidad de conjugacion.

1.1.1.1. TIPOS DE ANTICUERPOS

En funcién del modo de obtencién de los anticuerpos, estos pueden ser
monoclonales (MAbs, del inglés “Monoclonal Antibodies”), policlonales (PAbs, del
inglés  “Polyclonal Antibodies”) o recombinantes (RAbs, del inglés “Recombinant
Abntibodies™).

Los anticuerpos policlonales se obtienen directamente a partir del suero de animales
inmunizados y constan de una poblaciéon heterogénea de Igs de distinta afinidad y
selectividad hacia el hapteno frente al que se han obtenido. De hecho, tinicamente una

fraccién de los mismos tiene afinidad por el analito [5].

Por otro lado, los anticuerpos monoclonales son poblaciones homogéneas de
inmunoglobulinas secretadas por clones de una célula de hibridoma, que resulta de la
fusiéon de una célula de mieloma inmortal con un linfocito B procedente de un animal
inmunizado [6]. La tecnologfa hibridoma garantiza la produccion ilimitada de MAbs
con propiedades constantes [4], sin embargo, se necesita un equipamiento especial y
medios de cultivos celulares especiales que incrementan su coste de produccién. En
consecuencia, muchos de los inmunoensayos que se comercializan hoy en dia emplean

todavia anticuerpos policlonales.

Una tercera posibilidad surge de los avances en las técnicas de ingenieria
genética, que han propiciado el desarrollo de anticuerpos recombinantes. Su produccion se
consigue mediante la expresion de regiones funcionales de los anticuerpos en sistemas

huésped relativamente simples y baratos [7], asi como la modificacién genética a nivel

de ADN.
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En la tabla 42 se resumen las principales propiedades de los tres tipos de Abs

descritos [8].

Tabla 42. Propiedades més representativas de los Abs policlonales, monoclonales y recombinantes.

. PAbs MAbs RAbs
Propiedades ) g ) oo
(Ab del suero) (Ab de células de hibridomas) (Ab producido por i. genética)
. . ., L Produccién tedrica ilimitada.
SUMINISTRO Limitado y variable Produccion tedrica ilimitada . L
no necesita inmunizacién
. . Propiedades constantes
Cambios de propiedades con . p ’
UNIFORMIDAD . X Propiedades constantes pueden alterarse por
diferentes sueros y sangtias . . =
manipulacién genética
Mezcla de Ab con diferentes . Alta o baja, puede ser
. Alta o baja, puede ser .
AFINIDAD afinidades, frecuentemente . seleccionada por ensayos y
seleccionada por ensayos .
altas modificarse
Variable en funcién de las .
. iy . Diferente, depende de cada Ab
REACTIVIDAD diferentes selectividades e Diferente, depende de cada N
. . . - individual. Puede ser
CRUZADA interacciones de baja Ab individual .
. modificada
afinidad
CLASES Y .. .. . Diferente, dependiendo del
Muchos isotipos Un isotipo definido e, dep
SUBCLASES disefio molecular
Pueden ser Ags impuros o .
. &3 1mp Pueden ser Ags impuros o
Se requiere alta pureza para mezcla de Ags para o
DEMANDA DE AG A i . . . mezcla de Ags. Para analisis
un antisuero especifico inmunizat. Para analisis se .
. se necesitan Ags puros
necesitan Ags puros
COSTE Bajo Alto Una vez establecido, bajos

1.1.2. INTERACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO

La unién entre el anticuerpo y el antigeno es una interaccion reversible que se
establece por fuerzas débiles entre los distintos grupos funcionales de ambos; esta

union tiene lugar en un espacio tridimensional.

Las interacciones que se producen pueden ser hidrofobicas (entre grupos
funcionales apolates), dipolo-dipolo y/o enlace de hidrdgeno (entre grupos funcionales
polares) o por znteracciones ionicas (entre grupos funcionales cargados). Cuanto mayor es
el nimero de interacciones que se establecen entre las moléculas y mas adecuada la
distancia entre los grupos funcionales implicados en su conjunto, mayor sera la

especificidad de unién entre el antigeno y el anticuerpo.
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Las interacciones que se establecen entre el antigeno y el anticuerpo se pueden
ver afectadas por cambios de pH, temperatura, fuerza iénica del medio, presencia de
polimeros lineales, etc.. Estos factores pueden utilizarse para aumentar la especificidad
de las interacciones antigeno-anticuerpo, disminuyendo las interacciones no deseadas o

inespecificas [9].

1.1.2.1. AFINIDAD Y AVIDEZ DE UN ANTICUERPO

La reaccion de afinidad entre el antigeno y al anticuerpo esta regida por la ley

de accion de masas y puede representarse como:

Ab + Ag . Ab-Ag
ky
donde ki es la constante de asociacion y ke la constante de disociacién. El analisis
tisico-quimico de esta reaccion resulta un poco complicado debido a la multivalencia
de los anticuerpos (n = 2 para IgG, 4 para IgA y 5 para IgM) y de los antigenos. Por
esto, y solo para facilitar su estudio, se ha recurrido a la consideracién tedrica de la

interacciéon de un solo sitio de combinaciéon del anticuerpo (S) con un determinante

antigénico o con una molécula de hapteno (H):

ky

H~+S HS

Segun la ley de accién de masas, la constante de afinidad para esta reacciéon en el

equilibrio vendria dada por:

donde [HS] es la concentraciéon molar del complejo y [H] y [S] las concentraciones (en

moles/litro) de los reactantes en condiciones de equilibtio.
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La energia de interacciéon inmunoldgica se puede describir también mediante
otro término, la avidez. Este pardmetro se refiere a la fuerza total de unién entre el
anticuerpo y el antigeno e incluye la suma de las afinidades de unién de todos los
lugares individuales en el anticuerpo a sus epitopos. Asi, la afinidad hace referencia a
una unién en concreto, mientras que la avidez hace referencia al conjunto de todas las
uniones que pueden producirse entre ambas moléculas. Por ejemplo, el antisuero
producido al inmunizarse un individuo presenta varios tipos de anticuerpos, cada uno
de ellos dirigido a un tipo diferente de antigénico del antigeno original. En este caso se
habla de avidez del antisuero, que es la fuerza conjunta de los distintos anticuerpos de

ese antisuero que reconocen al antigeno.

1.2. TIPOS DE INMUNOENSAYOS

Los anticuerpos han solucionado el problema que se planteaba en algunas
técnicas analiticas para reconocer especificamente una proteina u otros compuestos.
La unién especifica antigeno (Ag)-anticuerpo (Ab) puede utilizarse para cuantificar el

compuesto, midiendo la cantidad de complejo Ag-Ab formado.

La unién de los antigenos con los anticuerpos da lugar a complejos supramoleculares,
cuyo mayor tamafio produce una disminucién de la solubilidad, originando su
precipitacion. Es posible utilizar esta propiedad para cuantificar la cantidad de
complejo formado de manera analoga a la determinacion de proteinas por métodos de

turbidez.

Sin embargo, en la mayorfa de las ocasiones, la interaccion antigeno-anticuerpo
se mide indirectamente empleando técnicas instrumentales convencionales y reactivos
marcados con distintas especies facilmente detectables: radiactivas, absorbentes o
fluorescentes. Asi, la especificidad en la determinacién del compuesto de interés depende
de las inmunoglobulinas, mientras que la deteccién se realiza gracias al marcaje de
otros anticuerpos (Ab*) [10], o empleando analogos marcados del antigeno o analito a
determinar (Ag*) [11], pudiéndose inferir la cantidad de compuesto presente en una

muestra a partir de la medida de la cantidad de complejo (Ag-Ab)* formado.
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Dada la amplitud del concepto de inmunoensayo, el numero de posibles
configuraciones que puede adoptar un inmunoanalisis es ciertamente enorme, hasta el
punto de que su clasificacion y terminologia, no exenta de discrepancias, se convierte,
en ocasiones, en un obstaculo para los propios especialistas [12].

Partiendo de esta base y apoyandonos en conceptos generales, los

inmunoensayos se pueden clasificar atendiendo a distintos critetios:

o En funcion del lugar en el que se lleva a cabo la interaccion analito-anticuerpo, los
inmunoensayos pueden ser homogéneos, cuando la reaccién inmunoquimica se
produce en el seno de la disolucién sin que haya separacion fisica entre el analito y el
resto de componentes de la matriz o heterogéneos, cuando la interaccion tiene lugar
en la interfase entre un soporte sélido y la disolucion, permitiendo la separacion del

analito del resto de la matriz.

o Dependiendo del sistema anxiliar empleado para cuantificar la extension de la interaccion analito-
anticuerpo pueden clasificarse en competitivos, cuando el analito rivaliza con un
homodlogo marcado por los sitios especificos del anticuerpo, que se encuentra en
cantidad limitante, y no competitivos en los que se incluyen todos los ensayos no

basados en este principio general.

o En funcion del orden de desarrollo del formato competitivo pueden ser directos, cuando el
analito y un hapteno marcado de estructura similar (Ag*) se encuentran en disolucién
y compiten por unirse al anticuerpo que se encuentra inmovilizado en un soporte
solido, o indirectos, cuando el hapteno analogo se encuentra inmovilizado y se afade

a la disolucién el analito y el anticuerpo.

o Segin el tipo de marcador utilizado en los reactivos anxiliares podemos encontrarnos con
inmunoensayos  enzimaticos  (EIAs, del inglés  “Engyme  immunoassays”),
radioinmunoensayos (RIAs, del inglés “Radioimmunoassays™) y fluoroinmunoensayos
(FIAs, del inglés “Fluoroimmunoassays”), que combinan la especificidad de los

anticuerpos con la sensibilidad de los ensayos enzimaticos o las medidas radioquimicas
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y la luminiscencia (fluorescencia, quimioluminiscencia), respectivamente [13]. Estas
posibilidades pueden cambiarse de distinta forma dando lugar a formatos de trabajo e
inmunoensayos diferentes [14-17].

No obstante, el inmunoensayo enzimatico en fase heterogénea (ELISA, del
inglés “Engyme Linked Immunosorbent Assay™) ha sido el mas utilizado para la realizacién
de diversos andlisis. De hecho, los kits comerciales para la determinaciéon de
penicilinas estan basados, casi en su totalidad, en este tipo de formato de ensayo (ver
pagina 72). Desafortunadamente, la metodologia ELISA presenta grandes
inconvenientes cuando se desea realizar un control continuo y en tiempo real de la

presencia de un contaminante en puntos de muestreo estratégicos.

1.3. CARACTERISTICAS DE LOS INMUNOENSAYOS

El inmunoensayo desarrollado en esta Tesis para el analisis de antibidticos §3-

lactamicos esta basado en un formato de tipo competitivo.

En este tipo de ensayo no existe una relacion lineal entre la sefial medida y la
concentraciéon de analito. Las curvas de calibrado, obtenidas representando la sefial en
funcién del logaritmo de la concentracion de analito, tienen forma sigmoide (ver figura

77) y pueden ajustarse a la siguiente ecuaciéon paramétrica:

Sefial =

Amax _'i«min - + _ (17)
» ([anallto]j
IC,

donde, Amax es la asintota maxima correspondiente a la sefial en ausencia de analito;
Amin es la asintota minima que corresponde a la sefial en exceso de analito, b es la
pendiente de la curva en el punto de inflexién y el valor de ICso corresponde al valor
de la concentraciéon de analito en dicho punto. Ambos valores, ICso y b, son indicativos

de la sensibilidad y del intervalo dindmico o de trabajo del método desarrollado.
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Cuanto mayor sea la constante de afinidad del antigeno por el anticuerpo menor
sera el valor del ICso, aunque en los ensayos de tipo competitivo este parametro
también depende de factores como la naturaleza y concentraciéon del hapteno
competidor o antigeno marcado, cantidad y actividad del anticuerpo empleado,

formato del ensayo y de factores fisico-quimicos tales como la acidez, salinidad, etc..

En este tipo de curvas de calibrado el zntervalo dindmico o de trabajo (ID) se define
como el intervalo de concentraciones de analito que produce una sefial entre el 80% y

el 20% del intervalo definido por las asintotas maxima y minima (Amax ¥ Amin)-

Por lo que respecta a la sensibilidad, para este tipo de técnicas suele asociarse al
valor minimo de concentracién de analito que genera una sefal significativamente
distinta a la del blanco [18]. De esta forma se considera como limite de deteccion (LD)
la concentracién de analito que origina una disminucién de la sefial respecto al blanco
del 10%. Cuando se emplean sefales analiticas normalizadas el LD sera la

concentracion de analito cuya sefial normalizada es del 90% (Figura 77).

max-
90%
80%

10710104 10°% 102 101! 100 10t 102
[ANALITO]

Figura 77. Curva de calibrado tipica en inmunoensayos competitivos (concentracion de analito expresada en
unidades logaritmicas).
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Por lo que respecta a la selectividad del ensayo, esta se define a partir de la
reactividad cruzada (RC) de otros compuestos por el anticuerpo. En general, se puede
decir que un compuesto interfiere sensiblemente cuando la RC es igual o superior al
10%, su interferencia es poco importante si la RC se encuentra entre el 1% y el 10% y

despreciable si es < 1%.

1.4. INMUNOSENSORES

Un inmunosensor se puede definir como un dispositivo analitico que
incorpora un material inmunolégicamente activo a un transductor con el propésito de
detectar -reversible y selectivamente-, la concentracién o actividad de especies

quimicas en una muestra [19].

Atendiendo a su estructura, un inmunosensor consta de dos partes principales
[20-22]: un elemento de reconocimiento o material inmunolégicamente activo
que se encuentra en contacto directo con la muestra y estrechamente asociado
(conectado o integrado) a un transductor. La funcién del elemento de
reconocimiento es la de transformar la informacién quimica en una forma de energia
que pueda ser medida por el transductor. La funcién del transductor es convertir la
energfa, que lleva la informacién quimica acerca de la muestra, en una sefial analitica
util. En definitiva, un inmunosensor ha de ser capaz de detectar -reversible y
selectivamente-, la concentracién o actividad de especies quimicas en cualquier tipo de

muestra.

Analogamente a los inmunoensayos, existe una amplia gama de inmunosensores
concebidos en base a numerosos parametros (directos o indirectos, de ensayo
competitivo y no competitivo, etc.) que, a su vez, pueden emplear una gran diversidad

de soportes y métodos de inmovilizacion.
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O
3 }D Optico
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0 —
: }9 : Otros « amplificador :
ANALITOS ' RECEPTOR ' TRANSDUCTOR ' TRANSMISION ' PROCESADO

ALMACENAMIENTO

Figura 78. Componentes esenciales de un inmunosensor ideal.

No obstante, e independientemente del tipo de interacciéon analito-anticuerpo,
los inmunosensores se pueden clasificar atendiendo al principio de funcionamiento del

transductor, que puede ser: éptico, electroquimico, masico, magnético, térmicos o los

basados en la medida de la radiacion 3 (tabla 43).

Tabla 43. Clasificacion de los inmunosensores de acuerdo con el principio de funcionamiento del
transductor.

INMUNOSENSORES OPTICOS
Absorbancia
Luminiscencia
Resonancia de Plasmén Superficial (SPR)
Reflectancia

Interferometria diferencial (SAR)

INMUNOSENSORES ELECTROQUIMICOS
Amperométricos
Potenciométricos
Voltamperométricos
Conductimétricos

Capacitivos

INMUNOSENSORES MASICOS
Oscilador piezoeléctrico
Onda acustica superficial (SAW)

INMUNOSENSORES MAGNETICOS
INMUNOSENSORES TERMOELECTRICOS

De entre los sensores opticos, los mas utilizados son los de resonancia de

plasmon superficial (SPR), que miden directamente la interacciéon Ab-Ag a través de



Técnicas analiticas inmunoquimicas

pequenios cambios producidos en el indice de refraccién por efecto de la unién del
antigeno al anticuerpo. Hoy en dia se comercializan equipos aptos para el analisis de

antibidticos en muestras medioambientales y agroalimentarias basados en este

principio de media, como por ejemplo el BlAcore® (Biacore AB) [23,24]. Con el
mismo sistema de transduccioén encontramos los biosensores de fibra 6ptica, en los
que el componente bioactivo estd inmovilizado y se miden los cambios
espectroscopicos producidos al interaccionar con un marcador (absorbancia,

luminiscencia, indice de refraccion, etc.) [25].

Los biosensores electroquimicos  -potenciométricos, amperométricos,
capacitivos, conductimétricos, etc.- han sido también aplicados a la determinacién de
antibioticos [26-28]. Estos sensores utilizan, en la practica totalidad de los casos, una
enzima para detectar indirectamente la extension de la interacciéon inmunolégica. Los
inmunosensores piezoeléctricos detectan las inmunointeracciones de modo directo,
puesto que estan basados en la medida de la variacién de las propiedades mecanicas —
espesor y densidad- de la superficie bioactiva una vez producida la interaccion. Se han
descrito diversos biosensores de este tipo, algunos de los cuales han sido utilizados
con éxito para el analisis de antibiéticos [26]. No obstante, estos inmunosensores
electroquimicos son poco utilizados debido a la imprecisiéon que suele obtenerse en las

medidas.

Otra manera de clasificar a los inmunosensores es en funciéon del modo en que
tiene lugar la interacciéon Ab-Ag, diferenciandose entre inmunosensores hidrostaticos
e hidrodinamicos [30]. En un inmunosensor hidrostatico el elemento inmunoactivo
es movil, poniéndose en contacto con la disoluciéon a medir simplemente por
inmersién, de modo que la disolucién problema permanece estatica. En un
inmunosensor hidrodinamico la superficie inmunoactiva es fija, y un sistema de
manejo de fluidos se encarga de transportar las disoluciones de reactivos y muestra
hasta dicha superficie. Los inmunosensores hidrodindmicos presentan mayor
versatilidad y permiten realizar automaticamente las operaciones de medida. Un grupo

representativo de este tipo de inmunosensores es el que opera en flujo.

VAK]
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La automatizacién de los métodos inmunoanaliticos constituye, en la practica,
una necesidad, sobretodo cuando se desea aplicarlos en procesos de control de
materias primas, produccion alimentaria y en estaciones de alarma, donde es necesario
analizar un gran nimero de muestras de forma rapida y fiable [29]. En consecuencia, el
empleo de znmunoensayos e inmunosensores en flujo ofrece indudables ventajas frente a los
ensayos tradicionales [30]. Como se indicé anteriormente, en este caso la superficie
inmunoactiva se mantiene fija y se utiliza un sistema de manejo de fluidos para
transportar las disoluciones de reactivos y de muestra hasta la misma. De este modo, y
empleando un dispositivo adecuado, es posible automatizar el sistema y mejorar la

precision de los resultados obtenidos con respecto a las técnicas clasicas.
Los inmunosensores en flujo suelen ser de dos tipos:

e Inyeccion en flujo continuo (FI, del inglés “flow injection™), en los que la disolucion
portadora fluye de forma continua por la inmunosuperficie inyectaindose en ella las

disoluciones de los reactivos empleados siguiendo un protocolo definido previamente.

e Inyeccion secuencial (SI, del inglés “Sequential Injection™), en este caso los reactivos
se ponen en contacto de forma secuencial con la inmunosuperficie, sin que haya una
disolucion portadora. Este esquema es mas adecuado que el anterior en el caso de que
sea necesario emplear varias etapas concatenadas, cada una de ellas con caudales
distintos y diferentes tiempos de incubaciéon. De hecho, ha sido el protocolo empleado

en el presente trabajo.

1.4.1. SOPORTES Y METODQS DE INMOVILIZACION

En general, uno de los aspectos mas relevantes relacionados con el desarrollo
de inmunosensores es el relativo a la preparacion de la superficie inmunolégicamente
activa. El material utilizado como sgporte bioactivo, asi como el método aplicado para la
inmovilizacion de los inmunoreactivos -antigenos o anticuerpos-, va a determinar el

formato del ensayo y la sensibilidad alcanzada [31].
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Las caracteristicas y propiedades mas importantes que deben presentar los soportes

destinados a la preparacion de superficies inmunoadsorbentes son:

e Tamafio y porosidad adecuada.

e Estabilidad quimica.

e Alta capacidad de inmovilizacion.

e Bajo coste y disponibilidad comercial.

e Presentar grupos funcionales adecuados.

e Baja o nula reaccién inespecifica.

En este sentido, la investigacion actual sobre nuevos materiales se centra en el
desarrollo de soportes que, mostrando dichas prestaciones, permitan la inmovilizacién
de anticuerpos, enzimas, hormonas, lectinas, receptores, acidos nucleicos, toxinas,
drogas, etc. En la tabla 44 se muestran algunos de los soportes que han proporcionado

mejores prestaciones para el desarrollo de inmunosensores [32].

Tabla 44. Caracteristicas de soportes utilizados en el desarrollo de inmunosensores.

Mecanismo de

Fase solida Forma ., Capacidad
union
POLIESTIRENO placa, tubo, bolas no covalente 250 — 500 ng cm2
POLIAMIDA (NAYLON®) membrana adsorcién 400 pg cm™
POLIPROPILENO placa no covalente ca. 300 ng cm™?
LOR D LIVINIL
Cro URO DE POLIVINILO y placa, membrana no covalente ca. 300 ng cm? (placas)
similares
POLICARBONATO bolas, membrana no covalente ca. 300 ng cm? (bolas)
NITROCELULOSA placa, membrana no covalente ca. 100 pg cm2
PROTEINA A, G, A/G >2 LA A
. > G, A/ placa, bolas no covalente 0mg m o B G,
unida a sopotrte A/G (s6lo Igs)
VIDRIO DE PORO bolas adsorcion, covalente 10 — 30 mg mI!
CONTROLADO (CPG)
POLIMERO ACTIVADO CON covalente, usando 2101 _ 104
GRUPOS CARBOXILO O placa, bolas agentes . . 2
e O sitios activos cm
AMINO bifuncionales
depende de la
SOPORTE MAGNETICO bolas supetficie de las variable
bolas
SOL-GEL gel encapsulamiento 1— 25 mg mL!
AGAROSA gel adsorcién, covalente 1— 40 mg mI!
PVDF membrana adsorcion 125 pg cm2
HIDROXIAPATITO placa vidrio i6nico 12.5 - 25 mgmlL!
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Los métodos de inmovilizaciéon de los inmunoreactivos a los soportes son
también muy variados. El modo de inmovilizacién es una variable de considerable
importancia puesto que puede influir en la sensibilidad y especificidad del

inmunosensor [33].

Cualquiera que sea el método de inmovilizacién elegido, éste ha de cumplir los

siguientes requisitos:

o Mantener la actividad y especificidad de la molécula.

o Conservar o incrementar la estabilidad del anticuerpo, importante de cara a la reutilizacién
y almacenamiento del sensor.

o Asegurar la ansencia de interacciones inespecificas del analito al soporte.

o Rapido y altamente reproducible.

o Euitar el empleo de condiciones extremas, como pH, temperatura y/o concentracion

salina durante el proceso de inmovilizacién.

En la figura 79 se muestra un esquema de los procedimientos de inmovilizacién

de los inmunoreactivos mas utilizados en ensayos inmunoquimicos.

PROCEDIMIENTO
DE INMOVILIZACION

ANTIGENO NO
ANTICUERPO PROTEICO
| |
f 1 f 1
INDIRECTO INDIRECTO DIRECTO
el. proteinas de captura, DlRECTO via conjugado
© p/ths, /ec‘:/nasf ! ( prote{/ci)d COVALENTE
COVALENTE
NO COVALENTE (activacion del
soporte quimicamente)
[ . ]
ADSORCION ENCAPSULAMIENTO
(/. membranzs) (6. soportes solgel) I ORIENTADO NO ORIENTADO

Figura 79. Esquema general de los procedimientos de inmovilizacién de anticuerpos y haptenos.
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El principal inconveniente de los inmunosensores es la escasa reutilizacion de
los soportes o inmunoadsorbentes empleados, debido a que éstos han de someterse a
condiciones de desorcion muy drasticas, necesarias cuando la afinidad entre el
anticuerpo y el analito es elevada. Asi, el uso de anticuerpos de muy alta afinidad
conduce a sistemas practicamente irreversibles [34], con lo que los inmunoadsorbentes
son de un unico uso y los inmunosensores resultan poco practicos. Es aconsejable, por
tanto, utilizar sistemas de afinidad media que aseguren la reutilizacion del adsorbente,

aunque la disminucién de la afinidad de los anticuerpos conlleve una pérdida de

sensibilidad.

Hoy en dia existen interesantes alternativas que permiten la utilizacion de
anticuerpos de alta afinidad con 6ptimos resultados y que consisten en el empleo de
sistemas de inmovilizaciéon indirecta y reversible de los mismos. Estos métodos se
basan en el empleo de un reactivo (generalmente proteina A, G 6 la variante
recombinante A/G) inmovilizado covalentemente en un soporte inerte (como vidrio
de poro controlado o un material polimérico) que presenta una elevada bioafinidad
por la especie activa, normalmente inmunoglobulina G (IgG). El reconocimiento se
realiza a través de la regiéon Fc de la biomolécula, asegurando una inmovilizacion
orientada [35,36]. Esta interaccion suele ser lo suficientemente reversible como para
permitir la reutilizacién del soporte bioactivo, evitando algunos de los problemas
mencionados anteriormente. Ademas, gracias al empleo de nuevas disoluciones de
anticuerpo en cada ensayo, la 6ptima sensibilidad del sistema de medida se encuentra

garantizada.

Por todo ello, esta estrategia de inmovilizaciéon ha sido la seleccionada para

desarrollar el inmunosensor que se presenta en esta Memoria.
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1.5. METODOS INMUNOQUIMICOS APLICADOS AL ANALISIS DE
ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

En la actualidad, la puesta a punto de inmunoensayos aplicados a la

determinacion de antimicrobianos ha experimentado avances notables [37].

Sin embargo, en el caso particular de los antibidticos [-lactamicos, dicho
desarrollo esta condicionado por las serias dificultades que plantea la produccion de
anticuerpos anti-penicilinas de elevada sensibilidad y reactividad cruzada para esta familia

de compuestos [38-40].

En los dltimos veinte afios, se han descrito varios procedimientos para la
sintesis de inmundgenos basados en la conjugacion directa de penicilina G a proteinas
mediante enlace covalente. Sin embargo, en la mayoria de los casos, los anticuerpos
aislados presentan una escasa afinidad por aquellas penicilinas que aun conservan el
anillo B-lactamico intacto [41-43], lo que hace necesario el empleo de una etapa previa

de hidrolisis del antibidtico para la obtencion de resultados 6ptimos.

Por otro lado, cuando se examinan los trabajos publicados en los dltimos afios
sobre la determinacién inmunoquimica de penicilinas empleando anticuerpos sensibles
a la estructura 6-APA intacta, se comprueba que los analisis son poco sensibles
[40,44,45] o presentan una excesiva especificidad [46-49] lo cual, en ocasiones, puede
resultar una desventaja cuando se pretenden desarrollar métodos capaces de detectar a

un familia de compuestos.

La tabla 45 resume las caracteristicas analiticas de algunos inmunoensayos
aplicados al analisis de antibiéticos B-lactamicos descritos en la bibliografia,

destacando con especial énfasis los aspectos comentados anteriormente.
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Tabla 45. Caracteristicas analiticas de algunos inmunoensayos para la determinacién de algunos de
los antibioticos p-lactamicos més representativos.

Analito Muestra Fundamento del ensayo Caracteristicas Ref.
Tipo de 1A
PASA (parallel affinity sensor array): Deteccion:
PENG, CLOX, ELISA en formato ensayo competitivo indirecto . 'mécencia
CEFAP, SDA, Anticuerpo: Q‘X{)nlzifll GLIRD
SMA, ETPR, Leche MAPps: anti-haptenos L% ) [50]
GENT, NEOM, (PENG, CLOX, CEFAP, SDA, SMA, 012 —TZ' L
ERY, TYL ETPR, GENT, NEOM, ERIT y TYL,) —— “ng1
Soporte: ® mg L7
Chip (tira vidrio funcionalizado con haptenos)
Deteccion:
Fluorescencia
LD:
Tipo de IA: PENG: 3.2 pg Lt
Parallux B-lactam (IDEXX) AMPI: 2.9 pg I
PENG, AMPI, LA fluorescente formato competitivo AMOX: 3.6 pg L1
AMOX, CLOX, Leche Abnticuerpo: CLOX: 7.4 pg L1 [51]
CEFAP, CEFT, PAbs: anti-haptenos fluorescentes CEFAP: 16.3 pg L
TICAR (PENG, CL.LOX y CEFT) CEFT: 33.7 ug Lt
Soporte: RC:
Tubos capilares de vidrio canal analitico PENG y CLOX:
DICLOX 10 pg L
canal PENG:
TICAR 10 pg L
Deteccion:
Absorbancia
Ab 20: 1gG-AP (Sustrato TMB)
Tipo de LA: LD:
EIA (inmuncensayo enzimitico) PENG: 0.05 ng L!
Anticnerpo: CLOX: 0.1 ng I
PENG, CLOX Leche i e g [40]
anti-PENG hidrolizada, anti-PENG hidrolizada:
anti-CLLOX hidrolizada PENV> 1%
AMPI > 1%
anti-CLOX hidrolizada:
OXA 22%, DICLOX 0.6%
Deteccion:
Absorbancia
Tipo de IA: Ab 2i: IoG-HRP
EIA (inmunoensayo engimatico): LD:
en formato ensayo competitivo indirecto ETPR. 3.2 ug I'!
ETPR, SMA, DA, Leche /MM SMA: 7.0 pg L1 [52]
CLOX MAPps: anti-haptenos SDA: 9.0 pg Lt
(ETPR, SMA, DA, CLOX) CLOX: 0.8 ng L
Conjugados: RC:
haptenos-GOx anti-CLOX:
OXA 12%,
DICLOX 600%
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Tabla 45. Caracteristicas analiticas de algunos inmunoensayos para la determinacién de algunos de
los antibioticos g-lactamicos mas representativos (continuacion).

Analito

CEFX

PENG

AMPI

CEFX

Muestra Fundamento del ensayo Caracteristicas Ref.
Tipo de IA: Deteccion:
FITIA Electroquimica
(inmunoensayo en flujo modo inyeccion secuencial, SI) CEFX-AP Sustrato pAF)
Anticuerpo: 1L.D:
PAbs: anti-CEFX 1 pe It
Ll Soporte: R@ﬂ/;ﬁdﬂbﬂe&' [5 4]
Particulado Prot-G. Inmovilizada [53] 90 — 110%
(Porouns Eupergit C250L) RC:
Reactor: PENG, AMOX, CLOX
Dimensiones 20X10X3 mm no interfieren > 10 mg L1
Deteccion:
Absorbancia
Tipo de LA: AIIBLRNLE
EIA (inmunoensayo enzimitico) L
PENG: 0.5 - 1.0 ng mI"!
Leche Anticuerbo: Recuperaciones: [5 5]
PAbs: PENG: 89 —97%
anti-AMPI RG
AMPI (64%), AMOX (24%),
OXA (100%), CLOX (29%),
DICLOX (27%), NAFCI (120%)
Deteccion:
Absorbancia
AMPI-HRP (Sustrato TMB)
Tipo de ILA: ELISA:
EIA (innunoensayo enzimitico): LD para AMPI:
1. ELISA MAD 3B5: 11.7 ng mL-!
2. Columma de inmunoafinidad MADb 1D1: 16.6 ng mI-!
Tampo6n salino RC: [38]
Anticuerpo: DICLOX: < 44%
MADs: anti-AMPI AMOX: 108%
1. MAb 3B5 Columna de inmunoafinidad:
2. MAb 1d1 NM.Abs inmovilizados
AMPI: 6.6 ug mI-1,
CLOX: 5.4 ug mL!
Tipo de LA: Detecciin:
FITA Amperométrica
(inmunoensayo en flujo modo inyeccion secuencial, SI) CEFX-AP (Sustrato pAF)
Anticuerpo: LD:
PAbs: anti-CEFX 1 pg L1
Ll Soporte: Remgeim'one;: [5 6]
Particulado ProtG. Inmovilizada 97 + 23%,
(Porouns Eupergit C250L) RC:
Reactor: PENG > 1000 pg L1

Dimensiones 20X10X3 1m

no RC otras cefalosporinas
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Tabla 45. Caracteristicas analiticas de algunos inmunoensayos para la determinacién de algunos de
los antibioticos g-lactamicos mas representativos (continuacion).

Analito Muestra Fundamento del ensayo Caracteristicas Ref.
Deteccion:

sensible a cambios de
densidad masica

LD:
Tipo de LA: AMPI (hidrslisis quimica)
BIAcore assay (SPR) 12.5 pg L1
inmunoensayo directo AMPI (hidrslisis quimica)
AMPI Leche ST s I [24]
Aunticuerpo: RC:
MAbs: anti-AMPI hidrolizada OXA, PENV, PENM,
AMOX, CLOX,
DICLOX, NAFCI,
PENG, (30 — 325%)
no RC cefalosporinas,
Deteccion:
Tipo de 1A: Absorbancia
ELISA Ab 20:1gG-AP (Sustrato pNF)
(en formato ensayo competitivo indirecto) RC:
CEFX, PENG, PENG, PENV, AMPI
PENV, AMPI, Leche Aunticuerpo: (290%); AMOX (220%), [57]
AMOX, OXA, PApbs: anti-6-APA OXA, DICLOX (100%),
CLOX, DICLOX inmundgeno 6-APA-KLLH CEFX (3%)
Purificacion:
Conjugado: cromatografia
6-APA-OVA inmunoafinidad degrada

los IgGs desarrollados

Abreviaturas: PENG: penicilina G; AMOX: amoxicilina, AMPI: ampicilina, CEFAP: cefapirina, CLOX:
cloxacilina, OXA: oxacilina, DICLOX: dicloxacilina, PENV: penicilina V', CEFT: ceftiofur, ETPR: estreptomicina,
SDA: sulfadiazina, SMA: sulfametazina, GENT: gentamicina, NEOM: neomicina, ERY: eritromicina, TICAR:
ticarcilina, CEFX: cefalexina, PENM: penetamato, TYL: tilosina, RC: reactividad cruzada, ELISA: inmunoensayo
engimitico en fase beterogénea, 1A: inmunoensayo, BEIA: inmunoensayo enzimatico, FILA: inmunoensayo en flujo, SI:
inyeccion  secuencial, SPR: resonancia de plasméon superficial, MAbs: anticuerpos monoclonales, PAbs: anticuerpos
policlonales, 1gG-HRP: inmunoglobulina G conjugada a la engima peroxidasa de rabano, 1gG-AP: inmunoglobnlina G
conjugada a la enzima fosfatasa alcalina, Prot. G: proteina G, hapteno-GOx: glucosa oxidasa conjugada al hapteno,
CEFX-AP: fosfatasa alcalina conjugada a cefalexina, AMPI-HRP: peroxidasa de rabano conjugada a ampicilina, 6-
APA-KLH: hemocianina del molusco “Megathura crennlata” conjugada al deido G-aminopenicilinico, 6-APA-OVA:
ovoalbiimina conjugada al dcido G-aminopenicilanico, pAY: p-aminofenol, pNF: p-nitrofenol.
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Como ya se expuso en la Introducciéon (apartado 1, Capitulo V), los
inconvenientes asociados a las técnicas convencionales de deteccion de antibidticos B-
lactamicos y la necesidad de analizar un nimero de muestras cada vez mas elevado ha
favorecido el desarrollo de nuevos métodos analiticos en los que la rapidez, la
economia, la aplicacion directa de la muestra y la posibilidad de automatizacién son los

aspectos de mayor interés.

En este sentido, los biosensores en flujo basados en métodos inmunoquimicos
y/o enzimaticos son los representantes mas significativos de esta tendencia. Entre
ellos, los primeros han sido los mas utilizados, después de los métodos
cromatograficos, ya que combinan el empleo de sistemas de detecciéon opticos o
electroquimicos con las propiedades particulares de los materiales inmunoldgicos,

dando lugar a métodos de analisis de antibiéticos rapidos, especificos y de elevada

sensibilidad.

Sin embargo, en los ultimos afios, el desarrollo de inmunosensores sensibles a
penicilinas ha sido muy limitado debido, principalmente, a los problemas asociados a
la fabricacion de anticuerpos selectivos a estos antibidticos dada la extremada

reactividad del anillo B-lactamico frente a ataques nucleéfilos.

Ademas, dicha inestabilidad es también un inconveniente para la sintesis y
purificacion de trazadores fluorescentes analogos de penicilinas, como quedé recogido

en el capitulo 111 de esta Memoria. De hecho, no tenemos constancia de la existencia,
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hasta el momento, de ningin ensayo inmunoquimico basado en el empleo de

antigenos fluorescentes de penicilinas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en éste Capitulo se describe la
fabricacién de un inmunosensor para la cuantificaciéon de antibiéticos B-lactamicos de
tipo penicilinas. Dicho biosensor esta basado en un formato competitivo directo en el
que el antibiético compite por los sitios especificos de reconocimiento de diversos
anticuerpos policlonales (PAbs), con los derivados fluorescentes de penicilinas

disenados, sintetizados y caracterizados dentro del proyecto "CREAM".

El ensayo se ha llevado a cabo mediante el empleo de un sistema de andlisis por
inyeccion en flujo (F1), totalmente automatizado, que permite una elevada velocidad de
analisis, asi como un aumento de la precision de las medidas frente a los ensayos

manuales.
Los objetivos concretos de éste Capitulo son:

1. Seleccion de la pareja antigeno fluorescente (Ag*)/anticuerpo (Ab) mas adecuada
para el desarrollo de un biosensor con o6ptimas prestaciones analiticas en

términos de sensibilidad.

2. Selecciéon y caracterizacion de inmunoadsorbentes particulados comerciales
para su empleo como soportes de inmovilizacién de los inmunoreactivos en

funcién de parametros tales como la sensibilidad y reutilizaciéon del material.

3. Diseno de un sistema de inyecciéon en flujo adecuado para la realizacion del

Inmunoensayo.

4. Estudio de los efectos de distintas variables fisicoquimicas (eg. pH, fuerza
i6nica) e hidrodinamicas (eg. caudal, disefio del reactor) sobre la sensibilidad y

selectividad de los ensayos.

5. Caracterizacion analitica del inmunosensor desarrollado.
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6. Evaluacion de la reactividad cruzada frente a analitos relacionados

estructuralmente con la penicilina G.

7. Aplicaciéon del inmunosensor desarrollado al analisis de aguas residuales y
muestras de leche enriquecidas con los antibidticos [-lactamicos de tipo

penicilina.






PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES
3.1.1. ANTIBIOTICOS E INHIBIDORES DE LAS B-LACTAMASAS

a. Antibidticos f-lactimicos

w _Amoxicilina base anhidra, en forma acida, 87% (AMOX, Sigma).

w Ampicilina tribidratada, en forma de sal sédica, = 86.6% (AMPI, Sigma).

m  Penicilina G, en forma de sal potasica, 95.7% (PENG, Sigma).

m  Penzcilina 17, en forma de sal potasica, 93.7% (PENV, Sigma).

»  Oxacilina monohidratada, en forma de sal sédica, 92.8% (OXA, Sigma).

m  Cloxacilina monohidratada, en forma de sal sédica, 91.8% (CLOX, Sigma).

m Dicloxacilina monohidratada, en forma de sal sédica, 92.2% (DICLOX, Sigma).
» Nafilina monohidratada, en forma de sal sédica, 87.9% (NAFCI, Sigma).

n  Cefapirina, en forma de sal sédica (CEFAP, Sigma).

w  Acido G-aminopenicilinico, 96% (6-APA, Aldrich).

b. Otros antibioticos

»  Enrofloxacina, 99.7% (ENRO, Bayer AG).
n  Ciprofloxacina, en forma de hidrocloruro, 99.8% (CIPRO, Bayer AG).
n  Cloramfenicol, > 98% (CLOR, Sigma).
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c. Inhibidores de las f-lactamasas

w Adido clavulinico, en forma de sal de litio, 94.9% (CLAV). Cedido por la Prof. M.
Kempe (Lund, Suecia).

3.1.2. DERIVADOS FLUORESCENTES B-LACTAMICOS

a. Derivados de pireno

w  Adido [28,5R,6R -3, 3-dimetil-7-0x0-6- | (piren-1ilacetil)anino |-4-tia-1-azabiciclo|3.2.0 | heptano-2-
carboxilico, abreviadamente PAAP [58].

w Addo  [28,5R,6R]-3,3-dimetil-7-050-6-({ (2R )-2-feril-2- (piren-1-ilacetil)amino] etanvil s amino)4-
tia-1-azabiciclo3.2.0 ] heptano-2-carboxilico, abreviadamente PAAM [58].

w Adido [25,5R,6R]-6-{ [(2R)-2-amino-2-(4-hidroxifenil)etanoillamino y-3, 3-dimetil-7-oxo-4-tia-
1-azabiciclo[3.2.0 [heptano-2-carboxilico, abreviadamente PAAX [58].

w  Acido [28,5R,6R]-3,3-dimetil-7-0x0-6-|A-piren-1ilbutanoil | amino | 4-tia-1-azabicicls 3.2.0] heptano-
2-carboxilico, abreviadamente PBAP [58].

w Adido [28,5R,6R]-3,3~dimetil-7-0x0-6-({ (2R )-2-feril-2-| (piren-1-illustanoil)amino Jetanoil yamino)4-
tia-1-azabiciclo[3.2.0 | heptano-2-carboxilico, abreviadamente PBAM [5§].

b. Derivados de dansilo

w Addo  [25,5R,6R]-6-{ [(5-(dimetilamino)-1-naftil] sulfonil s amino-3, 3-dimetil-7 -oxo0-4-tia-1-
azabiciclo3.2.0 ] heptano-2-carboxilico, abreviadamente DAP.

w Adido  [25,5R,6R]-6-{ [(5-(dimetilanming)-1-nafiil sulfonil yamino-2-feniletanoilansino-3, 3-dimetil-7 -
ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0 ] heptano-2-carboxilico, abreviadamente DAM.

3.1.3. INMUNOREACTIVOS

En este apartado se incluyen los anticuerpos policlonales de conejo (PAbs)

utilizados para el desarrollo del inmunosensor, tanto purificados como sin purificar.

308



Parte Experimental

w  Anticuerpo policlonal anti-APA (R543), obtenido a partir de la inmunizaciéon de
conejos con el hapteno acido 6-aminopenicilanico (6-APA).

w  Anticuerpo policlonal anti-cefalexina (R544), obtenido a partir de la inmunizacion de
conejos con el hapteno cefalexina.

w Anticuerpo policlonal anti-penicilina G (R539), obtenido a partir de la inmunizacién de

conejos con el hapteno penicilina G.

Todos estos sueros fueron obtenidos y donados por el profesor A. Amerongen
del Instituto de Investigacion Agrotecnolégico (ATO) de la Universidad y Centro de

Investigacion de Wageningen (WUR) en Wageningen (Holanda).

w  Anticuerpo  policlonal purificado  anti-peniciling G (pPGv), obtenido a partir de la
inmunizacién de conejos con el hapteno penicilina G y suministrado por
Pabsproductions (Alemania).

w  Anticuerpo policlonal anti-2,4-D (p24D), obtenido a partir de la inmunizacién de
conejos con el hapteno acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Donado por el
profesor S. A. Eremin de la Facultad de Quimica de la Universidad Estatal,

Lomonosov (Rusia).

3.1.4. SOPORTES DE INMOVILIZACION DE ANTICUERPOS

w  Inmunoadsorbente Ultralink® Immobilized Protein A Plus (PA, Pierce). Este soporte
consiste en particulas de un copolimero bis-acrilamida/azlactona con proteina A

inmovilizada covalentemente.

s Inmunoadsorbente Ultralink® Immobilized Protein A/G Plus (PAG, Pierce). Este soporte
consiste en particulas de un copolimero bis-acrilamida/azlactona con proteina A/G
inmovilizada covalentemente. Esta proteina recombinante estd disefiada para unirse a
una gran variedad de Igs (en mayor medida, IgGs) de diferentes especies animales y

muestra una capacidad de unién superior a las proteinas A o G por separado [59].
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w  Inmunoadsorbente meepC@—A Media (CPGA, Millipore). Este soporte consiste en

particulas de vidrio de poro controlado con proteina A inmovilizada covalentemente.

3.1.5. REACTIVOS Y DISOLVENTES GENERALES

a. Disolventes orgdnicos

m  Metanol, 99.8% para HPLC (SDS).
» Acetonitrilo, > 99.8% para HPLC (SDS).

b. Reactivos para Ia preparacion de disoluciones reguladoras

s  Monohidrégenofosfato sédico, 99% p.a. (Aldrich).

» Dihidrégenofosfato sédico, 99% p.a. (Aldrich).

» Carbonato base anhidra, en forma de sal sédica, 99% p.a. (Riedel-de Haén).
» Bicarbonato, en forma de sal sédica, 99.7% p.a. (Riedel-de Haén).

»  Glicina, 99% p.a. (Gly, Sigma).

m Clorhidrato de tris(hidroximetil)aminometano, 99.8% (TRIS, Fluka).
» Acido clorhidrico, 35% p.a. (Panreac).

» Acido sulfirico, 96% p.a. (Merck).

s Hidroxido sédico, 99% p.a. (Panreac).

m Cloruro sodico, 99% p.a. (Merck).

» Cloruro potasico, 99% p.a. (Fluka).

c. Otros reactivos

» Sulfato de amonio, 99% p.a. (Fluka).
»  Agua purificada Milli-Q (Millipore).
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3.1.6. DISOLUCIONES

Todas las disoluciones acuosas se han preparado utilizando agua purificada

mediante un sistema milli-QQ (Millipore).

a. Preparacion de Ias disoluciones patron de antibidticos, derivados

fluorescentes f-lactimicos y anticuerpos

w  Disolucion patron de antibioticos 0.8 g L-7: Se disuelve la cantidad adecuada del
compuesto en 10 mL de agua pura conservandose a 4 °C durante no mas de 15 dias.
Las disoluciones de trabajo, de menor concentracion, se preparan diariamente por

dilucién de la disolucién patrén con tampoén fosfato 20 mmol L1, pH 8.0.

w  Disolucion patron de derivados flnorescentes [-lactamicos 0.2 g 1.7: Se disuelve 1 mg de
sonda fluorescente en 5 mL de acetonitrilo. Se mantiene en atmésfera inerte (argén) a
-20°C. Las disoluciones de menor concentracion, se preparan diariamente por diluciéon

de la disolucién patrén con tampodn fosfato (PB) 20 mmol L1 pH 8.0.

w  Disolucion de trabajo de anticuerpo. R543, R544, R539: Se preparan diariamente por
dilucién directa con tampon fosfato (PB) 20 mmol L1, pH 8.0. pPGy, p24D: Se realiza
una dilucién a partir de disoluciones patrén del anticuerpo (liofilizado previamente y

reconstituido en agua milli-Q).

b. Disoluciones reguladoras

n  Disolucion reguladora NaH2PO4/ Na2HPOy 20 mmol 157, pH 8.0 (PB).

w  Disolucion reguladora Gly/ HCI 0.1 mol 17, pH 2.0 (Gly/HCI).

»  Disolucion reguladora NaH2POy4/Na2HPOy 0.1 mol 17, NaCl 138 mmol 1.1, KCI 2.7
mmol L7, pH 8.0 (PBS).

w  Disolucion reguladora Gly/ NaOH 1.5 mol 1!, NaCl 3 mol 171, pH 8.0 (Gly/NaOH).

w  Disolucion reguladora TRIS/HC/ 0.1 mol 177, pH 8.0 (TRIS/HCI).

w  Disolucion reguladora NaHCOs3/Na2COs 50 mmol 17, pH 9.6 (CB).
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3.2. INSTRUMENTACION ANALITICA

3.2.1. SISTEMA DE CONTROL Y MANEJO DE FLUIDOS

Para la consecucion de las etapas implicadas en el desarrollo del inmunosensor
en flujo: seleccion del anticuerpo y del antigeno marcado (derivado fluorescente 3-
lactamico), eleccién del inmunosoporte y formato de ensayo, etc., se utilizé un sistema

de manejo de fluidos (figura 80 y 83).

El dispositivo consta de una bomba automatica de piston, con una jeringa de
2.5 ml, conectada a una valvula de distribucion de 8 canales (“syringe pump”, médulo
50300 de Kloehn Co. (Las Vegas, NV)). Ademas, se dispone de una valvula de
distribucion adicional de 8 canales (“Zutellect valve system”, médulo 50120 de Kloehn
Co. (Las Vegas, NV)), que se encuentra conectada mediante tuberfa de teflon de 0.8

mm de diametro interno, a uno de los canales de la valvula del médulo 50300.

Todas las operaciones realizadas con el sistema (movimientos de cada una de
las valvulas y de la jeringa, tiempos de incubacidn, repeticiones de ciclo, etc.) se

controlan automaticamente con un ordenador utilizando el programa informatico

Winpump® versién 3.3, suministrado por el fabricante.

“

(2) (b)

Figura 80. (a) Bomba automéatica de piston, “syringe pump” modelo 50300, (b) Sistema de vélvula de
distribucion “intellect valve system” modelo 50120.
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3.2.2. ESPECTROFOTOMETROS Y FLUORIMETROS

n Espectrofotometro Varian modelo Cary-3 Bio para la realizacion de espectros
de absorbancia (UV-vis) conectado a un ordenador para la adquisicion, tratamiento de

datos y control del instrumento empleando el software original Cary WinUV" version 3.1

(Varian Inc.).

n Espectrofluorimetro Perkin-Elmer modelo LS-50B provisto de una lampara
pulsada de xenon (10 us anchura de pulso, 50 Hz) como fuente de excitaciéon y un
fotomultiplicador Hamamatsu R-928, de respuesta extendida al rojo, con voltaje fijado
en 775 V. El instrumento esta conectado a un ordenador para el almacenamiento y
tratamiento de datos (Software original FL. Winlab version 4.00.02, Perkin-Elmer Inc.). E1
control de temperatura se lleva a cabo mediante un bafo termostatico Polyscience

9015.

3.2.3. OTROS INSTRUMENTOS Y MATERIALES

m Bafio termostatico Polyscience® 9015, con control digital de temperatura (= 0.5
°C).

m Bomba peristaltica de 4 canales (Gilson Miniplus 2).

s pH-metro Orion 710A/ISE dotado de un electrodo combinado de vidrio.

m Balanzas analiticas (Sartorious), con 0.1 mg de sensibilidad y Metter AT261
DeltaRange®, con 0.01 mg de sensibilidad.

» Célula de flujo para medidas de fluorescencia Hellma® modelo 176.050, con un
volumen interno de 450 uL. y paso éptico 10 X 4 mm.

m Bafio de ultrasonidos (P-Selecta).

m Filtrador de disolventes (Afora), utilizado para el filtrado de las disoluciones
empleadas con la bomba de jeringa.

» Agitador magnético/termostatizador (Ikamag Ret).

m Agitador vortex, (Bio-vortex).

m  Material analitico de calidad contrastada.

m  Micropipetas (Biohit) regulables de émbolo capilar de 50, 100, 200, 500 y 1000 L.
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Micropipetas electronicas (Biohit) regulables de 1 y 8 canales de volumen variable.
Sistema de purificacién de agua milli-QQ de Millipore.

Filtros de PTFE, modelo Millex-FG (Millipore, 13 mm, tamafio de poro 0.20 um).
Centrifuga modelo 5804 R (Eppendorf AG).

Tubos de centrifuga modelo Amicon® Ultra-15 PLCC (membrana de

polietilsulfona 5000 Da, NMWL) (Millipore).

Fritas de polietileno (Varian Inc., tamafio de poro 20 pm).

» Inmunoreactores de polimetacrilato de metilo de dimensiones variables: 2 X 2 mm,

4 X 4mm,4X6mm,6 X 10 mmy4 X 15mm (¢ x L) fabricados en la Universidad

Politécnica de Valencia (figura 81).

Inmunoreactor de
polimetacrilato de metilo

Figura 81. Esquema del reactor empleado para las medidas realizadas con el inmunosensor.

m Programa de tratamiento y procesado de datos Sigma Plot 8.0, SPSS (2002) y
Microsoft Excel 2003.

3.3. PROCEDIMIENTOS DE INMOVILIZACION

El procedimiento de inmovilizacién de los anticuerpos optimizado es de tipo

reversible. En los soportes evaluados, la inmovilizaciéon tiene lugar mediante una
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reaccion de bioafinidad entre la proteina A, o la proteina recombinante A/G, y/o la
fraccion constante de las IgGs, de modo que se asegure la inmovilizacion orientada de

los anticuerpos (ver figura 82).

\ / PB 20 mmol L1, pH80 //
GIy/HCI01m0|L1 pH 2.0 \

PAG IgG Inmunoadsorbente

Figura 82. Procedimiento de inmovilizacion reversible de los anticuerpos.

A diferencia de otros procedimientos de unién de inmunoreactivos a soportes,
como son la inmovilizacién covalente sobre materiales quimicamente modificados
(e.g. CPG, gel de agarosa) [60] o inmovilizaciones por absorciéon o atrapamiento (e.g.
membranas, sol-gel) [61], la inmovilizacién por bioafinidad se realiza en el curso del
ensayo, sin necesidad de una etapa previa de modificacién quimica de los anticuerpos.
De esta forma se evitan posibles desnaturalizaciones que afectarfan irreversiblemente a

su capacidad de reconocimiento.

La inmovilizacién del anticuerpo en los soportes seleccionados se realiza en
tampoén fosfato 20 mmol L1, pH 8.0 (PB). Bajo estas condiciones, el soporte bioactivo
tiene una capacidad de union de IgGs muy elevada, dependiente de la especie animal
de la que procedan. En el caso del PAG la afinidad por IgGs de origen humano es de
28 mg por mililitro de gel. Ademas, la reversibilidad de la interaccién anticuerpo-

soporte se consigue de manera facil y satisfactoria mediante la utilizacion de una

disolucion desorbente de tampén Gly/HCI 0.1 mol Lt a pH 2.0.
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3.4. PROCEDIMIENTO DE MEDIDA

El dispositivo experimental que se ha empleado para el desarrollo del
inmunosensor sensible a antibidticos B-lactamicos, estd formado por un sistema de
inyecciéon de muestras y una célula de flujo (Hellma, modelo 176.050) dispuesta en el

detector fluorimétrico.

El haz de luz procedente de la lampara pulsada de Xe (50Hz) del
espectrofluorimetro pasa a través del monocromador de excitaciéon (rendija 6 nm)
hasta la célula de flujo. La radiacién luminiscente procedente de la muestra atraviesa el
monocromador de emision a través de una rendija de 20 nm y se detecta con un tubo
fotomultiplicador Hamamatsu R-928. Las sefiales procedentes del mismo se conducen
a un amplificador, cuya salida se registra en un ordenador provisto del software
apropiado. La senal de fluorescencia se detecta de forma continua excitando en el
maximo de la banda de absorciéon de los conjugados de penicilinas fluorescentes

evaluados, midiendo la intensidad de emisién en el maximo de la banda de emisién

correspondiente cada 2 segundos (eg. PAAP, Aexe = 342 nm y Aem = 376 nm).

El elemento sensor esta formado por un reactor tubular de polimetacrilato de
metilo de lecho empaquetado en el que se dispone el soporte inmunoactivo. El
procedimiento de empaquetamiento de las particulas de PAG consiste en acoplar, en
el orificio de salida, una frita de polietileno (diametro 5 mm, espesor 1 mm) que se
ajusta al extremo del reactor (ver figura 81). A continuacién, se bombea una
suspension de las particulas del inmunosoporte hasta que la cavidad central de la
columna se completa y se sella mediante el ajuste de una segunda frita de polietileno
en el orificio de entrada. En dltimo lugar, la salida del reactor se conecta a la célula de
flujo mediante conducciones de teflén de 0.8 mm de didmetro interno y la entrada se

acopla al sistema de control y manejo de fluidos.

Dicho sistema consta de una bomba de piston con una jeringa de 2.5 mL de
capacidad conectada a una valvula de distribucién de 8 vias. Los canales libres de la

valvula de distribucién se utilizan para aspirar o dispensar las disoluciones de reactivos
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utilizados en el proceso analitico: muestra, disolucién portadora, disolucion

regeneradora, sonda fluorescente, etc..

El sistema trabaja a base de aspirar en la jeringa volimenes fijados de los
distintos reactivos e inyectarlos secuencialmente a través del inmunoreactor, siguiendo

en cada caso un protocolo determinado.

Ademas, el sistema administrador de fluidos esta conectado, a su vez, a otra
valvula de distribuciéon de 8 canales de modo que el numero total de entradas al

sistema es de 15.

El esquema del sistema de medida se muestra en la figura 83.

anticuerpos inmovilizados

NN en particulas de
i '!'—(\ N '7 inmunoadsorbente
Immunoreactor >.) } 4{/( ~
: A
‘ 3 TN
- /‘/:, \ J~ " [}
\/\

desecho/

antigeno marcado/
(Ag™)
anticuerpo
(Ab)

IV )
muestras

FLUORIMETRo

portador

desorbente

bomba de jeringa vélvula de
. + distribucién
valvula de distribucién

Figura 83. Esquema del dispositivo de medida empleado para el fluoroinmunoensayo desarrollado.

3.4.1. PROTOCOLO DE ENSAYO DEL INMUNOSENSOR

El esquema operativo, formato de captura [30], esta basado en los fundamentos
del inmunoensayo heterogéneo competitivo directo con un anticuerpo inmovilizado

[31] (ver figura 84).

317



Inmunosensor para la determinacion de antibioticos p-lactamicos

En este caso, y a diferencia de otros procedimientos, los inmunocomplejos
formados en disolucién (Ag-Ab y/o Ag*-Ab) son atrapados por el soporte, con lo que

las reacciones de competicion se realizan en disolucion.

En primer lugar se toman volumenes fijos de disoluciones de anticuerpo,
antigeno marcado y disoluciéon problema (patrén o muestra), inyectando la mezcla
resultante, previamente agitada, a través del reactor. La sefial de fluorescencia que se
obtiene en el espectrofotémetro es proporcional a la cantidad de Ag* (PAAP) que no

ha interaccionado con el Ab.

v 9 o

- o
ol *| o™ »
\ ==  Adicién de mezcla:
-, i & Ab + Ag* + Ag
e o ® (2 T /
o* : o Lavado exceso de T
inmunoreactivos 1
2
w
.\‘\/ 7]
9 107106104 10% 102 10 109 10t 102

» - [ANALITO]
Desorcion y sefial

'

Figura 84. Esquema de las operaciones realizadas por el inmunosensor con formato competitivo directo y
anticuerpo inmovilizado mediante captura del inmunocomplejo.

Seguidamente, se lava el inmunoreactor para garantizar la eliminacién de
especies no unidas al soporte y, posteriormente, se regenera con una disolucién

desorbente que rompe la unién entre la proteina A o A/G y los inmunocomplejos
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arrastrandoles hasta el detector, en donde los derivados B-lactamicos fluorescentes
(Ag*), que hayan interaccionado inmunoquimicamente con las IgGs, originan la sefial
analitica (B). Finalmente, el sistema se acondiciona con una nueva disolucién de lavado

quedando listo para un nuevo ciclo de ensayo.

El grado de respuesta del inmunosensor se calcula empleando la ecuacion (18):

_Boo

Senal normalizada = S~ =
2 N B, — B,

(18)

en donde B es la sefial (intensidad de fluorescencia) medida en presencia de
concentraciones crecientes de analito, B, es la sefial obtenida en presencia de un

exceso de PENG y By representa la senal de fluorescencia medida en ausencia de

analito.

El intervalo dinamico de trabajo se estableci6 mediante la realizacién del
correspondiente calibrado competitivo en el que se representa la sefial normalizada,
obtenida a partir de la ecuacidn 18, en funcién de la concentracion de antibidtico (en

escala logaritmica).

La curva de calibrado se ajusto a la ecuacion paramétrica (19):

Senal normalizada = Sy = (B=Bs) _ Amax = Amin + Amin (19)

(By=B.) o)
14 [analito]
IC

donde Amax corresponde a la intensidad de fluorescencia maxima en ausencia de
analito, 1Cs0 es la concentraciéon de antibiético en el punto de inflexién es decir, la
concentraciéon de analito que desplaza el 50% del antigeno marcado, b es la pendiente
en el punto de inflexiéon y Amin es la sefial de respuesta del inmunoensayo en presencia

de un exceso de antibidtico. El ajuste de dicha ecuacién se llevo a cabo empleando el

software Sigma Plot 8.0 SPSS (2002).
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Para la medida con el inmunoensayo en flujo, los 15 canales del sistema de
doble valvula de distribucién se conectan como se muestra en las figuras 83 y 85. El
protocolo de ensayo utilizado para la calibracion del inmunoensayo en flujo, se indica

a continuacion:

1. Mezclado en la jeringa de la muestra o patréon (0.7 mL) con la disoluciéon de
anticuerpo (0.2 mL) y la disolucién de derivado B-lactamico fluorescente, Ag* (0.2

mL).

2. Homogeneizacioén e incubacion de la mezcla en la jeringa durante 200 s para la

consecucion de la reaccién de competicion.

3. Inyeccion en el reactor de 1 mL de la mezcla de inmunocomplejos a un caudal de

0.25 mL min-1.

4. Lavado del reactor con 1 mL de disolucién portadora, PB 20 mmol L1 (pH 8.0), a

1 mL min! para eliminar el Ag* libre. El proceso se repite 4 veces.

5. Desorcion y eluciéon de los inmunocomplejos del reactor con 2.5 ml de
disolucion desorbente Gly/HCI 0.1 mol L1 (pH 2.0) a 0.5 mL min-!. Registro de la

senal analitica.

6. Lavado del reactor con 3 mL de PB 20 mmol L1 (pH 8.0) a 1 mL min

Regeneracion del sistema y fin del ciclo.
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Figura 85. Imagen del sistema de medida utilizado para las medidas en flujo con el inmunosensor: 1. sistema
de control y manejo de fluidos, 2. inmunoreactor, 3. ordenador de control del sistema de inyeccion, 4.
espectrofluorimetro 5. ordenador de control del fluorimetro, 6. disoluciones termostatizadas de reactivos,
patrones de calibrado y/o muestras.

3.5. ANALISIS DE MUESTRAS REALES

3.5.1. DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN AGUAS RESIDUALES

Las muestras de agua residual se recogen en botellas de topacio de 2.5 L (14 de
mayo de 2004), a la entrada del primer asentamiento y en el efluente final de una
estacion depuradora de aguas residuales (EDAR) situada en Madrid. Llas muestras se

almacenan a -20 °C tras medir los valores correspondientes de conductividad y pH.

Para el analisis con el inmunosensor, las muestras se filtran empleando una
membrana de PTFE, con un tamafio de poro de 0.45 um, para eliminar la materia
suspendida que pudiera obturar el sistema automatico de bombeo, y se ajusta el pH de
la mismas a un valor de 8.0. A continuacién, se enriquecen con cantidades conocidas
de AMOX o PENG, a tres niveles de concentracion (10, 50 y 75 pg L),
determinandose posteriormente las recuperaciones obtenidas para cada matriz y

analito ensayado.
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Las muestras se analizaron en paralelo utilizando cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) acoplada a un detector de hilera de diodos integrados (DAD),
segun el procedimiento descrito en el apartado 3.4.1. del Capitulo VI de esta Tesis

Doctoral.

3.5.2. DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN LECHE

Para ensayar la aplicabilidad del inmunoensayo desarrollado en la determinacion

de antibiéticos B-lactamicos en matrices bioldgicas, se analizaron muestras de leche

comercial entera y semidesnatadas pasteurizadas (Lauki®) y muestras de leche
enriquecidas con algunas penicilinas habitualmente utilizadas en zoonosis. Estas
muestras fueron preparadas y proporcionadas por L. Villegas y M. Kortabitarte del
Instituto Lactolégico de Lekunberri (Navarra, Espafia) siguiendo un procedimiento
acreditado en su laboratorio analitico. Dicho procedimiento se describe a

continuacion:

Se toman 100 g de leche en polvo (Merck, Darmstadt, Alemania) y se
reconstituye, al 10%, con agua milli-Q. Cabe destacar que esta leche posee un
certificado que asegura la ausencia de todo tipo de residuos de antibidticos.
Posteriormente, se esteriliza en un autoclave durante 20 min a 100 °C. Después se
toman alicuotas de 50 mL que se enriquecen con cantidades conocidas de penicilinas

y, finalmente, se congelan a -20 °C.

Los niveles de concentracion de antibidticos que poseen las muestras

preparadas por el laboratorio aparecen en la tabla 46.

Para la preparaciéon del calibrado se toman muestras de leche, libre de
antibidticos, y se centrifugan durante 30 min a 13800 g y 4 °C, para eliminar la materia
grasa. Seguidamente se adicionan concentraciones crecientes de la disolucién patréon
de PENG (2.0 g L'1) ala leche desnatada diluida 1:20 con tampén fosfato (20 mmol L,
pH 8.0) para evitar el efecto matriz. Se calibra en el intervalo entre 0.0001 — 100 ng ml1
de PENG.
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Para el analisis de AMOX y CLOX se repite el procedimiento descrito
anteriormente obteniéndose calibrados en el intervalo de 0.0001 — 100 ng mI.! para

ambos antibidticos.

El analisis de las muestras se realiza siguiendo el mismo procedimiento de

preparacion de muestra utilizado para las disoluciones de calibrado.

Las disoluciones de calibrado y las muestras se analizan con el inmunosensor

utilizando el procedimiento descrito en el apartado 3.4.1. de esta seccion.

Tabla 46. Caracteristicas de las muestras de leche suministradas por el Instituto Lactologico de
Lekunberri (Navarra, Espafa).

Concentracion,

Muestra Antibiotico - L Tipo

1 PENG 150 enriquecida
2 PENG 50 enriquecida
3 AMOX 250 enriquecida
4 - = blanco

5 CLOX 300 enriquecida
6 CLOX 900 enriquecida
7 CLOX 2700 enriquecida
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se ha indicado anteriormente, el inmunosensor para la determinacién
de antibidticos B-lactimicos, descrito en esta Memoria, estd basado en un
inmunoensayo heterogéneo con formato competitivo directo en el que el analito y una
especie de estructura analoga, [-lactama fluorescente, compiten por unirse al

anticuerpo que se encuentra en cantidad limitante.

4.1. ENSAYOS PRELIMINARES

4.1.1. PURIFICACION DE ANTICUERPOS

A menudo, el grado de pureza de las inmunoglobulinas (IgGs) es un factor

determinante a la hora de desarrollar un ensayo inmunolégico.

La utilizacién de anticuerpos purificados es necesario en muchos casos por
motivos como son: (1) La eliminacién de sustancias que potencialmente podrian
interferir en el proceso de inmovilizaciéon o deteccion, (2) el aumento de la efectividad
de los métodos orientados a la conjugacion de las IgGs con proteinas o trazadores
enzimaticos, fluorogénicos, etc. y, (3) la obtencién de disoluciones de anticuerpo mas

concentradas.
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Los métodos desarrollados para la purificacion de anticuerpos son muy
numerosos, basandose todos ellos en alguna de las propiedades que presentan estas
proteinas en disoluciéon (tamafio molecular, solubilidad, carga eléctrica, afinidad

biologica, etc.)

Los procedimientos que mas se utilizan habitualmente son:

e Precipitacion de proteinas con sales. Este método se basa en la propiedad que
tienen las proteinas de precipitar cuando se aumenta, con ciertas sales, la fuerza i6nica
del medio. Este efecto se explica por una deshidratacion de los grupos hidréfilos de la
proteina y, por consiguiente, una disminucién de su solubilidad. La sal que mas se

utiliza en este caso es el sulfato de amonio.

e Cromatografia de intercambio ionico. Se utilizan columnas empaquetadas con

derivados sintéticos de la celulosa. Por ejemplo, el intercambiador aniénico basado en

la dietilaminoetil celulosa (DEAE).

e Cromatografia de afinidad. Técnica basada en la capacidad biologica de las
proteinas para unirse mediante enlace no covalente a otras moléculas (ligandos). La
naturaleza quimica de los ligandos es muy diversa ya que pueden ser metales,

moléculas organicas de bajo peso molecular u otras proteinas.

Los anticuerpos R543, R544 y R539 se purificaron empleando dos de los
métodos descritos anteriormente: precipitacion mediante sales (sulfato amonico) y
cromatografia de afinidad utilizando como fase estacionaria un soporte polimérico
comercial funcionalizado con proteina A (Ultralink® Immobilized Protein A Plus,

Pierce).

Desafortunadamente, en ambos casos, tras la purificacion se produjo una
pérdida practicamente total de la actividad inmunolégica para todos los anticuerpos

evaluados.

Este fenémeno ha sido descrito por otros autores [62]. De hecho, Leuw y col.
llevaron a cabo la purificacién de anticuerpos policlonales anti-6-APA mediante

cromatografia de afinidad (soporte Fractogel TSK AF-CDI con 6-APA-K
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inmovilizado covalentemente) y observaron que la actividad de los anticuerpos

purificados desaparecia a los 4 dias cuando se conservaban a 4 °C en PBS.

Este hecho demostraba la pequefia estabilidad de este tipo de anticuerpos frente
a los procesos de purificacion, aconsejando el empleo del anticuerpo sin purificar [57].
En nuestro caso, tras obtener resultados semejantes, se procedio igualmente a utilizar

directamente los antisueros.

4.1.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD: VALORACION DE LA AVIDEZ DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES POR LOS DERIVADOS B-LACTAMICOS
FLUORESCENTES

En un inmunoensayo competitivo directo es necesario evaluar la afinidad u

avidez de los anticuerpos por los derivados marcados de los antigenos a determinar.

Por ello, en primer lugar, se evalu6 el grado de reconocimiento de los
inmunégenos disponibles frente a los distintos analogos fluorescentes de los

antibioticos B-lactamicos sintetizados.

Para llevar a cabo estos anilisis, se inmovilizé una cantidad constante de los
distintos anticuerpos en el soporte inmunologico (Ultralink A/G) midiéndose la
cantidad de inmunocomplejo formado Ab-Ag* en presencia de una concentracion

constante de los distintos antigenos fluorescentes evaluados (250 nmol L-1).

En la tabla 47 se muestra la respuesta inmunoquimica, estimada en unidades de

fluorescencia, de los pares Ab/marcador fluorescente evaluados.
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Tabla 47. Evaluacion de la avidez de los antisueros R543, R544 y R539 y el anticuerpo policlonal
purificado pPGv (dilucién 1:550) por los derivados B-lactdmicos fluorescentes (250 nmol L) (n=3).

Suero PAAP PBAP PAAM PBAM PAAX DAP DAM
R543*

migapay 261 5152 1470 3666 1118 ND ND
R544*

wiCERx) 1363 1199 76.8 1133 1218 ND ND
R539+

wiPENG) NP ND ND ND ND ND ND
pPGv+*

wmiPENG) D ND ND ND ND NE NE

*anticuerpos policlonales de conejo cedidos por el profesor Aart van Amerongen (ATO, Holanda), ** anticuerpos
policlonales de conejo suministrados por Pabsproductions (Alemania), ND: no detectado, NE: no evalnado. 6-APA:
dcido G-aminopenicilanico, PENG: penicilina G, CEFX: cefalexina.

Con las parejas Ab-Ag* que dieron una respuesta significativa, se realizaron
ensayos competitivos en ausencia y presencia de una concentracién constante de

PENG (1.0 pg mIL1).

PAAX PAAX

PBAM PBAM
PAAM PAAM
PBAP PBAP

PAAP PAAP

Derivado fluorescente B-lactamico
Derivado fluorescente B-lactamico

T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600 700

Sefial fluorescente, u.a. Sefal fluorescente, u.a.

(2) (b)
Figura 86. Evaluacion de la sensibilidad de los antisueros R543 y R544 frente a los derivados fluorescentes [
lactamicos en ausencia () y en presencia () de 1 ug mL" de PENG. [Ag*] = 250 nmol L, anti IgG R543 y
R544 = dilucion 1:550, disolucion portadora: PB 20 mmol e pPH=38.0, Vyereta = 1.0 mL, T =20 °C (n = 3).
A la vista de los resultados que se muestran en la figura 86, se comprueba que la

mayor sensibilidad en ausencia de PENG se alcanza para el anticuerpo R543, el cual

fue obtenido frente al hapteno 6-APA.
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Por lo que respecta al antigeno marcado, las intensidades de fluorescencia
obtenidas fueron mayores en el caso del PBAP, seguido del PBAM y del PAAP.
Ademas, cabe destacar que el PBAP y el PAAP son los que compitieron mads
eficazmente frente a la PENG por los sitios de unién de los anticuerpos. Por lo tanto,
a partir de los resultados obtenidos, se selecciono el antisuero R543 para el posterior
desarrollo del biosensor.

Para seleccionar la sonda que permitiera obtener una mayor sensibilidad (menor

valor de ICsp), se midio la respuesta del inmunosensor mediante ensayos competitivos

para concentraciones crecientes de analito (PENG, 0.0001 — 100 pg mL-1).
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Figura 87A. Curvas de calibrado obtenidas empleando los antigenos marcados de concentracion (125 nmol L’
!): (a) PAAP, (b) PBAP (c) PAAM, (d) PBAM y el antisuero R543. Concentraciones de PENG comprendidas en
el intervalo 0.0001 y 100 ug mL™, anti IgG R543 = dilucion 1:550, disolucion portadora: PB 20 mmol L', pH =
8.0, T=20°C (n=3).
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Sefial normalizada (S,)

0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100

[PENG], pg mL™L
(2)

Figura 87B. Curvas de calibrado obtenidas empleando los antigenos marcados de concentracion (125 nmol LY):
(a) PAAX y el antisuero R543. Ver figura 87A.

En las figuras 87A y 87B se representan las curvas de competiciéon obtenidas
para los distintos marcadores ensayados (PAAP, PBAP, PAAX, PAAM y PBAM)
utilizando una concentraciéon de 125 nmol L! y una diluciéon de antisuero R543 de
1:550. En la tabla 48 se recogen los parametros de ajuste a la ecuacion (19) del

calibrado competitivo (seccién 3.4.1.) para cada una de las sondas ensayadas.

Tabla 48. Pardmetros correspondientes al ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (19),
utilizando PAAP, PBAP, PAAM, PBAM y PAAX como marcadores fluorescentes [Ag*] = 125 nmol L!

(n=23).

Parametro PAAP PBAP PAAM PBAM  PAAX
A, 0.979 1.014 0.982 0.926 1.048

b 0.566 0.471 1.991 0.909 0.829

IC,,, pg mL'® 0.097 0.650 0.793 10.059 1.802
A, -0.032 -0.093 0.046 0.173 0.011

e 0.999 0.998 0.990 0.981 0.972

Abreviaturas: A .. asintota mdixima, b: pendiente en el punto de inflexion, 1Cso: concentracion en ug mlL" en el
punto de inflexion, Ain: asintota minima, ORSD = 1.0 — 17%.
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A partir de los resultados obtenidos, se comprueba que los ensayos realizados
empleando como marcador fluorescente PAAM, PBAM o PAAX presentan una baja
sensibilidad para la determinaciéon de PENG (ICso > 793 ng mlL-1). Sin embargo, las

sondas PAAP y PBAP presentan menor ICso al nivel de concentracién ensayado.

Para comprobar cual de estas dos penicilinas fluorescentes daba lugar a
inmunoensayos mas sensibles, menor valor del ICso, se llevé a cabo otro ensayo
competitivo utilizando 25 nmol L1 de PAAP y PBAP, siendo ésta la menor
concentracion que permite obtener una relacion sefial/ruido aceptable para la

respuesta fluorescente del inmunosensor.

En la figura 88 se muestran las curvas de competiciéon obtenidas en cada caso.
El menor valor de ICsp se obtuvo para la pareja R543/PAAP, por lo que fue

seleccionada para los ensayos posteriores (tabla 49).
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Figura 88. Curvas de calibrado obtenidas empleando los antigenos marcados PAAP 25 nmol L' (M) y PBAP
25 nmol L (A) y el antisuero R543. Concentraciones de PENG comprendidas en el intervalo 0.0001 y 100 ug
mL, anti IgG R543 = dilucion 1:550, disolucion portadora: PB 20 mmol L pH =38.0, Viyezeta = 1.0mL, T = 20
°C (n=23).

Los parametros de ajuste a la ecuaciéon de calibrado competitivo (seccion 3.4.1.)

para cada una de las sondas analizadas se recogen en la tabla 49.
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Tabla 49. Pardmetros correspondientes al ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (19),
utilizando PAAP y PBAP como marcadores fluorescentes [Ag*] = 25 nmol L' (n = 3).

Parametro PAAP PBAP
A, 1.058 1.035

b 0.572 0.586

IC,, pg mL'® 0.025 0.448
A, 0.014 -0.042

P 0.990 0.980

Abreviaturas: A, asintota mdixima, b: pendiente en el punto de inflexion, 1Cso:
concentracion (ug ml:') en el punto de inflexion, Ayin: asintota minima, VRSD = 3.4 — 10%.

4.2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES DE
MEDIDA DEL SISTEMA EN FLUJO

El objetivo de esta etapa es doble. Por un lado mejorar las condiciones del
ensayo y sus caracteristicas, especialmente en lo que a sensibilidad se refiere y, por otro
lado, conocer mejor el comportamiento del ensayo frente a determinadas condiciones
tisico-quimicas (eg. pH, fuerza idnica), las cuales son de interés para la aplicacion del

mismo al analisis de muestras reales.

Para facilitar la automatizaciéon de la medida se decidié optimizar y caracterizar
el biosensor empleando un sistema en flujo continuo (FI). De esta forma seria posible

la determinaciéon de estos analitos sin requerir la presencia permanente del operario.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la optimizaciéon de los

parametros mas relevantes del sistema en flujo continuo.

4.2.1. DISENO DEL REACTOR

La cantidad de inmunosoporte empaquetado en el reactor, asi como la
geometria del mismo, influyen en las prestaciones del sistema analitico. En el

desarrollo del inmunosensor se emplearon los inmunoadsorbentes descritos en el
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apartado 3.1.4. de esta seccién y se ensayaron varios disefios de inmunoreactores,
siempre partiendo de un dispositivo tubular de lecho empaquetado que presentase

buenas propiedades hidrodinamicas.

Los reactores se fabricaron en polimetacrilato de metilo, con la entrada y
salida provistas de una rosca de dimensiones adecuadas para el acoplamiento de los
conectores utilizados habitualmente en FI. En todos los casos se dispusieron filtros de

teflon en los extremos del reactor para evitar pérdidas de carga.

Los tamafios de reactor ensayados fueron de 2 X 2 mm, 4 X 4 mm, 4 X 6 mm,
4 X 10 mm y 4 X 15 mm (didmetro interno X longitud). E1 inmunosoporte se empaquetd
en el reactor hasta completar su capacidad estimandose, por ejemplo, que los reactores

de 4 X 10 mm contenfan 62.5 mg de soporte particulado.

A continuacién se llevé a cabo el inmunoensayo de tipo competitivo midiendo
la sefial de fluorescencia obtenida en ausencia y en presencia de 100 ng ml-! de
PENG. En la figura 89 se muestra la sefial de fluorescencia medida en estas
condiciones en funcién de las dimensiones del reactor empleado para empaquetar el

inmunosoporte.
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Figura 89. Efecto del tamaiio del reactor en la seiial medida con el inmunosensor (8) en ausencia de analito
(By) y en la sensibilidad frente a una concentracién constante del mismo () (100 ng mL” de PENG, B/By).
Tamarios de reactor, mm (diametro interno X longitud): 2 X 2 mm, 4 X 4 mm, 4 X 6 mm, 4 X [0 mm y 4 X 15
mm. [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucién 1:550, disolucién portadora: PB 20 mmol L' pH = 8.0,
Vinezetla = 1.0 mL, T =20 °C (n = 3).
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Como puede observarse, la sefial de fluorescencia medida en ausencia de analito
aumenta a medida que lo hacen las dimensiones del reactor hasta alcanzarse un valor

maximo para un tamafio de 4 X 10 mm.

El empleo de reactores de mayor tamafio no supuso una mejora significativa en
las intensidades de fluorescencia registradas ni en la sensibilidad del ensayo (expresado
como B/Bo para 100 ng mL-1). Sin embargo, el trabajo continuado originaba una
compactacion excesiva del soporte, creando sobrepresiones en el sistema a los pocos

ciclos de medida.

En consecuencia, se eligié el reactor de 10 mm de longitud X 4 mm de
diametro interno para los ensayos, ya que permitia obtener una buena sensibilidad

con menot consumo de inmunosoporte.

4.2.2. SELECCION DEL INMUNOADSORBENTE

Como ya se indicé en los apartados 3.1.4. y 3.3. del presente Capitulo de esta
Memoria, se han ensayado tres soportes comerciales utilizados habitualmente en
cromatografia de inmunoafinidad para la purificacién de anticuerpos [63]. Estos
materiales permiten la inmovilizacién orientada y reversible de las inmunoglobulinas
mediante una reaccion de bioafinidad entre éstos y la protena A o A/G

covalentemente ligada al soporte.

El empleo de matrices de afinidad para anticuerpos en ensayos en flujo fue
aplicado por primera vez por Palmer y col. en 1992 [64]. Las ventajas de utilizar estos
materiales para la fabricaciéon de inmunoreactores en lugar de soportes con antigenos
y/o anticuerpos inmovilizados se trefleja claramente en los numerosos trabajos de

investigacion que se han publicado en los dltimos afios [14,29,53,54,65,606].

Estos soportes poseen unas caracterfsticas mecanicas y bioldgicas éptimas para
el desarrollo del inmunosensor tales como: alta capacidad y eficacia de uniéon de la
especie inmunolégica, maxima estabilidad de inmovilizacién, minima adsorcién

inespecifica y 6ptimas propiedades hidrodinamicas y fisicas.
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Las principales caracteristicas de los inmunoadsorbentes evaluados se muestran

en la tabla 50.

Tabla 50. Caracteristicas de los inmunoadsorbentes ensayados [67,68].

Parametro

Estabilidad frente al pH

Tamafio de particula

Limite de exclusién
Area superficial
Tamano de poro

Presién maxima

PA PAG
1-13
50 — 80 pm
> 2000 kDa
250 m* g de particula
1000 A
100 psi (6.9 Bar)

CPGA
1-9
75— 125 um
> 340 kDa
1000 A
> 3000 psi (200 bar)

vidrio de poro

Material copolimero de bis-acrilamida/azlactona
controlado
Proteina ligada proteina A proteina A/G proteina A
40 mg mL"
. 28 mg mL."' > 30 mg mL (IsG humano)
Capacidad (IgG humano) (IeG humano) 37 mg mL'
(IeG conejo)

Para evaluar la capacidad de unién del marcador a los distintos soportes, se
midi6 la senal de fluorescencia para los inmunocomplejos Ab-Ag*, obtenidos en cada

caso, empleando como disolucién regeneradora Gly/HCI1 0.1 mol L1, pH = 2.0.

Los resultados obtenidos en el estudio comparativo se muestran en la figura 90.
Se observa que la sefal analitica registrada utilizando el biosoporte CPGA es mucho
mayor que para los otros soportes poliméricos. Este hecho se debe, muy
probablemente, a la mayor capacidad de unién de IgGs que posee este material (> 37
mg mL1 IgGG de conejo) con respecto a los otros soportes particulados. Sin embargo,
la reproducibilidad obtenida con el soporte CPGA para medidas realizadas a lo largo
del tiempo (n = 15) resultd ser muy pequefia (RSD = 22%), al igual que con el soporte

PA (RSD = 22%, n = 15).
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Por ello, se ha elegido el soporte PAG para posteriores ensayos ya que
proporciona tanto una adecuada sensibilidad como una alta reproducibilidad en las

medidas (RSD < 7%, n = 15).
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Figura 90. Valores de intensidad de fluorescencia obtenidos para los inmunocomplejos Ab-PAAP (Bgy) en
ensayos sucesivos empleando como inmunosoportes. (°) Ultralink® Immobilized Protein A Plus (PA), (e)
Ultralink® Immobilized Protein AG Plus (PAG) vy (o) Prosep®-A Media (CPGA). [PAAP] = 25 nmol L, anti
IgG R543 = dilucion 1:550, disolucion portadora: PB 20 mmol L pH =8.0, Vyereta = 1.0mL, T =20 °C (n =
3).

4.2.3. EFECTO DEL CAUDAL DE INMOVILIZACION

Se ha estudiado el efecto del caudal de la disolucién portadora (disolucion
reguladora PB 20 mmol L', pH = 8.0) sobre el rendimiento de la reacciéon
inmunolégica. Con este fin, se evalud la variacion de la senal obtenida en ausencia y en
presencia de PENG a caudales comprendidos entre 0.125 y 0.350 mL min'!. La
optimizaciéon de este parametro hidrodinamico es muy importante ya que la unién del
anticuerpo al soporte depende, en gran medida, del caudal con el que se inyecte la

mezcla de inmunocomplejos (1.0 mL).

Los resultados experimentales aparecen representados en la figura 91.
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Figura 91. Efecto del caudal de inyeccion de la mezcla anti IgG R543 / PAAP (1.0 mL) en ausencia (®) (By) y
presencia de 100 ng mL”' de PENG (s) (B/By). [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucion 1:550,
disolucion portadora: PB 20 mmol L pPH =8.0, Viyerera = 1.0 mL, T =20 °C (n = 3).

A partir de los resultados obtenidos, se comprueba que la respuesta del
biosensor no se modifica significativamente en el intervalo de caudales estudiados. Por
todo ello, se eligié un valor 6ptimo de caudal de inyeccién de la mezcla Ag/Ab/Ag*
de 0.25 mL min'l, valor de compromiso entre la sensibilidad alcanzada y la duracién

del ensayo.

4.2.4. EFECTO DEL VOLUMEN DE MUESTRA

Una vez seleccionado el caudal 6ptimo para la disolucién portadora, se estudié
la influencia del volumen de muestra sobre la respuesta del biosensor en el intervalo
comprendido entre 200 y 1200 ul.. La masa de PAAP (Ag*) se mantuvo constante,

12.6 ng, en cada uno de los ensayos realizados.

El mezclado de la disoluciéon de muestra, antigeno y anticuerpo se realizo
siempre de modo automatico, aspirando dentro de la jeringa 200 pL de la disolucion
del derivado fluorescente (Ag*), una cantidad equivalente (200 puL) de la disolucion de
anticuerpo (Ab) y, seguidamente, la disolucién de muestra. Finalmente, se inyecta la

mezcla resultante en el sistema.
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Los resultados obtenidos se muestran en la figura 92. Se comprueba que la
sensibilidad del sensor (menor B/Bo) aumenta a medida que lo hace el volumen de
muestra, hasta un valor limite a partir del cual permanece constante. Paralelamente, la
respuesta del biosensor en ausencia de analito disminuye de forma progresiva al
aumentar el volumen de muestra, lo cual puede atribuirse al efecto de dilucion del
antigeno marcado que, como en cualquier equilibrio, afecta a la extension de la

reaccion inmunologica.
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Figura 92. Efecto del volumen de muestra inyectada en ausencia (s) (By) y presencia de 100 ng mL™" de PENG
(o) (B/By). [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucién 1:550, disolucién portadora: PB 20 mmol L, pH =
8.0, T=20°C (n=3).

Por todo ello, se eligi6 un volumen de inyecciéon de muestra de 700 pL,

como valor 6ptimo para obtener la maxima respuesta del inmunosensor.

4.2.5. INFLUENCIA DE LA DISOLUCION REGULADORA SOBRE LA
RESPUESTA DEL INMUNOENSAYO

La disoluciéon reguladora ejerce un efecto notable tanto en la reaccion
inmunoquimica como en la unién del anticuerpo al soporte. Con el fin de determinar
la naturaleza de la disolucién reguladora, asi como su concentracién y pH 6ptimos

para el adecuado funcionamiento del inmunoensayo, se llevaron a cabo distintos



Resultados y Discusion

ensayos que se describen a continuaciéon. También, se ha evaluado el efecto de la
salinidad sobre la respuesta del inmunosensor para estimar su aplicabilidad en

muestras con elevada conductividad.

4.2.5.1. NATURALEZA DE LA DISOLUCION REGULADORA

Se ha ensayado el efecto que producen distintas disoluciones reguladoras tales
como fosfato (PB), tris(thidroximetil)aminometano-HCl (TRIS) y glicina-hidroxido
sédico (Gly/NaOH) sobre la respuesta del inmunoensayo cuando se emplean

distintos inmunosoportes.

En todos los casos se utilizaron disoluciones de pH 8.0, midiendo la respuesta
del biosensor frente a una disolucion de PAAP (25 nmol L) en ausencia y en
presencia de anticuerpo (dilucién 1:550). La sefial obtenida en el primer caso permite

evaluar la unién no especifica del derivado marcado al soporte.

En la figura 93 se muestran los resultados obtenidos para las distintas

disoluciones ensayadas.
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Figura 93. Influencia de la naturaleza de la disolucion reguladora sobre la respuesta del inmunosensor. (a)
Soporte PAG, (b) Soporte PA, (c) Soporte CPGA. [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucién 1:550,
disolucion portadora: pH = 8.0, T = 20 °C (n = 3).

339



Inmunosensor para la determinacion de antibioticos p-lactamicos

Como se comprueba, el tampoén fosfato permite obtener la mayor respuesta y
una unién no especifica del PAAP al soporte minima. El empleo del tampén TRIS, o
Gly/NaOH, da lugar a una disminucién notable de la sefial analitica obtenida tanto en
PAG como en PA, a la vez que se observa un incremento de la retenciéon no especifica

del antigeno marcado en todos los soportes.

Por todo ello, se decidi6 utilizar el tampdn fosfato (PB) para las medidas con

el inmunosensor.

4.2.5.2. EFECTO DEL pH

Una vez seleccionada la naturaleza de la disolucién reguladora, se determiné el
pH optimo para el funcionamiento del biosensor. Para ello, se evalu6 la respuesta del
mismo en el intervalo de pH comprendido entre 2.0 y 9.5. En la figura 94 se observa
que el pH del tampén, influye tanto en la sensibilidad del ensayo (B/Bo, para 100 ng
mL-1 de PENG) como en la sefial de fluorescencia maxima (Bo) obtenida en ausencia

de analito.

50 1.6

40

0.100 pg mL™t

30 r 1.0

0.8
20 A

-
(o))
S, . [PENG]

10 A

Sefial de fluorescencia, u.a.
T

pH

Figura 94. Efecto del pH del tampon de inmovilizacion en la respuesta del inmunosensor en ausencia () (By) y
en presencia de 100 ng mL”' de PENG (s) (B/By). [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucién 1:550,
disolucion portadora: PB 20 mmol L, T =20 °C (n = 3).
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A la vista de los resultados obtenidos, y dado que los antibiéticos B-lactamicos
se degradan a pH extremos (2.0 < pH 2= 9.5), se eligié6 un pH de trabajo de 8.0, valor
de compromiso entre la estabilidad del analito, de los reactivos y de la sensibilidad del

ensayo.

4.2.5.3. CONCENTRACION DE LA DISOLUCION REGULADORA

Se ha ensayado el efecto de la concentracién de la disolucion reguladora, PB
(pH 8.0), sobre la respuesta del inmunosensor en el intervalo comprendido entre 0y

100 mmol L1,

A partir de los resultados mostrados en la figura 95, se comprueba que la sefial
de fluorescencia obtenida en ausencia del analito (Bo) no se modifica
significativamente al aumentar la concentracion del tampén en el intervalo de 20 mmol

112100 mmol 1-1.
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Figura 95. Efecto de la concentracion de la disolucion reguladora en la sefial obtenida en ausencia () (By) y en
presencia de 100 ng mL”' de PENG (s) (B/By). [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucion 1:550,
disolucion portadora: PB, pH = 8.0, T = 20 °C (n = 3).

Finalmente, se decidi6 emplear para las medidas una concentraciéon de

disoluciéon reguladora de fosfato (PB) de 20 mmol L1
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4.2.5.4. EFECTO DE LA SALINIDAD

De acuerdo con la bibliografia [69], una elevada concentracién salina en la
muestra puede modificar la afinidad del anticuerpo por los analitos polares. Se
procedio6 asi a estudiar el efecto de la adiciéon conjunta de concentraciones crecientes
de cloruro sédico (0 — 140 mmol L) y cloruro potasico (0 — 2.8 mmol L1) sobre la
respuesta del inmunosensor. Ambas sales se utilizan en la preparacién de la disolucion

reguladora fosfato salino (PBS), habitualmente utilizada en bioensayos.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 96.
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Figura 96. Efecto de la concentracion salina de la disolucion reguladora sobre la sefial obtenida en ausencia
(o) (By) vy en presencia de 100 ng mL" de PENG (s) (B/B,). [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucion
1:550, disolucién portadora: PB 20 mmol L', pH = 8.0, T = 20 °C (n = 3).

Los resultados obtenidos demuestran que la respuesta del inmunosensor es

practicamente constante en todo el intervalo de concentraciones i6nicas estudiadas.

Esto supone que las interacciones quimicas entre el antigeno y el anticuerpo son

predominantemente de naturaleza no electrostatica ya que, en caso contrario, un
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aumento de la fuerza i6nica del medio originarfa una disminucién de la sefial obtenida

en ausencia y en presencia de PENG [70].

4.2.6. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Se ha evaluado el efecto de la temperatura sobre la respuesta obtenida con el
inmunosensor en ausencia y en presencia de PENG. Este parametro va a afectar tanto
a las interacciones de bioafinidad antigeno-anticuerpo e inmunocomplejo-soporte,
como a la intensidad de fluorescencia del marcador, como se discuti6é en el apartado

4.4.1.1. del Capitulo III de la presente Tesis Doctoral.
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Figura 97. Efecto de la temperatura sobre la respuesta del inmunosensor en ausencia () (By) y en presencia de
100 ng mL™ de PENG (o) (B/By). [PAAP] = 25 nmol L', anti IgG R543 = dilucion 1:550, disolucién portadora:
PB 20 mmol L, pH = 8.0.

Como se observa en la figura 97, la sefal de fluorescencia medida en ausencia
de PENG (Bo) disminuye de forma continua al aumentar la temperatura, lo cual podria
explicarse considerando el efecto de este parametro sobre la fluorescencia del PAAP

(ver apartado 4.4.1.1.).

Sin embargo, la sefial normalizada (B/Bo) obtenida en presencia de una
concentracion equivalente de PENG es practicamente la misma hasta una

temperatura de 20 °C, eligiéndose este valor para la realizacion del ensayo.
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4.2.7. COMPETICION SIMULTANEA VS CONSECUTIVA

Uno de los aspectos que debe considerarse para el desarrollo de métodos
inmunoanaliticos competitivos en fase heterogénea, sobre todo cuando se emplean
sistemas en flujo, es la secuencia en la que se va a llevar a cabo la reaccién

inmunoquimica de competicion.

En los inmunosensores con formato de captura, se pueden establecer cuatro

secuencias distintas de inyeccion de reactivos a través del reactor:

e MODO 1: Inyeccién simultanea de la mezcla Ag/Ab/Ag*.

e MODO 2: Inyeccién de la disolucion de Ab, mezclado del Ag/Ag* y postetior

inyeccion de los antigenos sobre el inmunosoporte que contiene el Ab inmovilizado.

e MODO 3: Mezclado del Ab/Ag, introduccion de la mezcla en el reactor seguida de

la inyeccion del Ag*.

e MODO 4: Inyeccién consecutiva del Ab, Agy, por dltimo, el Ag*.

Estas cuatro modalidades se ensayaron utilizando el anticuerpo R543 en
combinacién con el derivado B-lactimico fluorescente, PAAP. En todos los casos, el
volumen de disolucién inyectado fue de 1.0 mL, a un caudal de 0.25 mL min'l. La
cantidad total de anti IgG R543 utilizado correspondié a una diluciéon 1:550 y la
concentracion de PAAP fue de 25 nmol L1, manteniéndose constante en todos los

Casos.

En la figura 98a se muestran los resultados obtenidos para cada una de las
cuatro combinaciones ensayadas en ausencia (Bo) y en presencia de 100 ng L1 de
PENG (B/Bo). Se puede apreciar que la inyeccién simultinea de las tres especies en
disolucién (modo 1), asi como la inyecciéon consecutiva de anticuerpo seguido de la
mezcla PENG/PAAP (modo 2) permiten obtener mayor sensibilidad en la

determinacion del antibiotico.
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LLa comparacion de las curvas de calibrado obtenidas empleando el modo 1,
inyecciéon simultinea de la mezcla Ag*/Ab/Ag, y el modo 2, inyeccién previa del

anticuerpo y posterior reaccioén con la mezcla Ag/Ag*, se muestran en la figura 98b.
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Figura 98. (a) Comparacion de las cuatro modalidades de inyeccion de inmunoreactivos en el sensor con
formato de captura en ausencia (s) (By) y presencia de 100 ng mL™" de PENG (s) (B/By): Modo 1, inyeccion
simultanea de la mezcla Ag/Ab/Ag*; modo 2, inyeccion de la disolucion de Ab, mezclado del Ag/Ag* y posterior
inyeccion de los antigenos sobre el inmunosoporte que contiene el Ab inmovilizado; modo 3, mezclado del
Ab/Ag, introduccion de la mezcla en el reactor seguida de la inyeccion del Ag*; modo 4, inyeccion consecutiva
del Ab, Ag y, por ultimo, Ag*. (b) Comparacion de las curvas de calibrado obtenidas mediante el modo 1(®) y
2(e). [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucién 1:550, disolucién portadora: PB 20 mmol L, pH = 8.0,
T=20°C (n=23).

Se comprueba que no existen diferencias significativas en términos de
sensibilidad entre las dos modalidades: I1Csp (modo 1) = 20 ng mL-! y ICso (modo 2) =
24 ng mL1, lo que indica que la interacciéon antigeno—anticuerpo se mantiene
constante, independientemente de si la inmunoglobulina se encuentra en disolucién o

previamente inmovilizada en el inmunoadsorbente.

Finalmente, se seleccion6 como opcién 6ptima la inyeccion simultanea de una
mezcla de las tres especies (modo 1) ya que su empleo implica un tiempo de analisis

menotr.
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4.2.8. TIEMPO DE INCUBACION

Uno de los parametros mas importantes en el desarrollo de un inmunoensayo
es la optimizacién del tiempo de incubacidon necesario para que se produzca la
reaccion de competicion entre el analito libre y el derivado marcado por los sitios de

union del anticuerpo.

De hecho, se han descrito numerosos trabajos en los que se demuestra que el
tiempo de interaccién entre los inmunoreactivos en un inmunoensayo competitivo

tiene un efecto directo sobre la sensibilidad del mismo [71-73].

En el método puesto a punto en esta Memoria, la incubacion se llevé a cabo en
el interior de la jeringa, tras un periodo de homogeneizacion de la mezcla, de acuerdo

al procedimiento descrito en la Parte Experimental (apartado 3.4.1.).

Se han ensayado tiempos de incubaciéon comprendidos entre 0 y 550 s (ver
figura 99) comprobandose que, a partir de 200 s, la respuesta obtenida es constante y

maxima tanto en ausencia (Bo) como en presencia de 100 ng mL-! de PENG (B/Bo).
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Figura 99. Efecto del tiempo de incubacion de la mezcla anti IgG R543/PAAP en ausencia () (By) y presencia
de 100 ng mL'de PENG (s) (B/By). [PAAP] = 25 nmol L, anti IgG R543 = dilucién 1:550, disolucion
portadora: PB 20 mmol L pH=8.0,T=20°C (n=23).
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Por ello, se ha elegido un tiempo de incubacién de 200 s, que incluye el
mezclado, incubacién e inyeccion de los reactivos en el inmunoadsorbente, como
valor 6ptimo para la realizacion de las determinaciones posteriores, ya que permite un
muestreo rapido sin que se vea afectado, significativamente, el rendimiento de la

reaccion inmunologica.

4.2.9. OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE ANTIGENO-ANTICUERPO

Para optimizar la concentraciéon de anticuerpo adecuada para la realizacion
del inmunoensayo se llevo a cabo, en primer lugar, la curva de diluciéon de la
biomolécula para una concentracién fija de derivado B-lactamico fluorescente ([PAAP]
= 25 nmol L. El valor de este parametro debe ser optimizado no sélo para la
obtencién de una buena sensibilidad en el ensayo, sino también para asegurar una

adecuada respuesta instrumental [74].

En todos los casos, el volumen total de muestra inyectado fue de 1.0 mL a un
caudal de 0.25 mL min'l. El intervalo de concentraciéon ensayado para el anticuerpo
corresponde a diluciones comprendidas entre 1:2200 y 1:110. La curva de dilucién

obtenida se muestra en la figura 100.
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Dilucion de anticuerpo, 1:x

Figura 100. Curva de dilucion obtenida para el inmunosensor de PAG con inmovilizacion reversible. [PAAP] =
25 nmol L', disolucion portadora: PB 20 mmol L, pH = 8.0, T = 20 °C (n = 3).
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Los resultados obtenidos demuestran que el reconocimiento del PAAP por el
anticuerpo resulta maximo y constante para diluciones de anticuerpo inferiores a
1:550. Esto se debe a que, al disminuir la concentracién inicial de anticuerpo, la
cantidad de inmunocomplejo formado es menor, repercutiendo negativamente en la

senal analitica.

Por lo tanto, se ha elegido una dilucién 1:550 de anticuerpo R543 como valor
optimo para las medidas, ya que garantiza la respuesta maxima del sensor con el

minimo gasto de antisuero.

Para seleccionar la concentracion de PAAP mas adecuada para el ensayo, se
llevaron a cabo ensayos competitivos en presencia de PENG empleando diferentes
concentraciones de antigeno marcado, comprendidas entre 25 y 500 nmol L1, para

una dilucién de anticuerpo de 1:550 [75].

En la figura 101 se muestran las curvas de competicion obtenidas para cada una
de las concentraciones de PAAP ensayadas. Se comprueba que al reducir la
concentracion de antigeno marcado, la sensibilidad del ensayo aumenta, disminuyendo
tanto el ICso (ver tabla 51) como el limite de deteccién (LD). Asimismo, se produce un

incremento del intervalo dindmico del ensayo.
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Figura 101. Comparacion de las curvas de calibrado obtenidas para diferentes concentraciones de PAAP: ()

500 nmol L, (+) 250 nmol L, (s) 56 nmol L, (s) 25 nmol L. IgG R543 = dilucién 1:550, disolucién
portadora: PB 20 mmol L, pH = 8.0, T = 20 °C (n = 3).
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Tabla 51. Pardmetros de ajuste a la ecuacion de calibrado (19) de los datos experimentales obtenidos
para diferentes concentraciones de antigeno fluorescente PAAP (25, 56, 250, 500 nmol L) (n=3).

Parimett PAAP PAAP PAAP PAAP
etro 500 nmol L 250 nmol L' 56 nmol L' 25 nmol L
A, 1.016 0.981 0.989 1.007
b 1.138 0.855 0.485 0.763
IC,,, pg mL"® 5.288 0.941 0.079 0.020
A, 0.005 -0.001 -0.042 0.017
I 0.981 0.986 0.999 0.999

Abreviaturas: A, asintota mdixima, b: pendiente en el punto de inflexion, 1Cso: concentracion en pg ml'
en el punto de inflexcion, Apin: asintota minima, (VRSD = (4 —15)%.

A la vista de los resultados obtenidos, se eligié una concentracién del derivado
fluorescente PAAP de 25 nmol L para la realizacién del ensayo. El empleo de esta
concentracion de marcador permite obtener una sensibilidad maxima (ICso = 20 ng
ml.1) proporcionando una sefial de fluorescencia adecuada y reproducible en ausencia

y en presencia de analito.

En la tabla 52 se resumen las condiciones Optimas para la realizacion del
fluoroinmunoensayo en flujo de tipo competitivo para la determinacién de

antibioticos B-lactamicos.

349



Inmunosensor para la determinacion de antibioticos p-lactamicos

Tabla 52. Condiciones experimentales optimizadas del sistema de andlisis por inyeccion en flujo para
la determinacion de penicilina G utilizando el inmunosensor basado en la pareja

Ab(R543)/Ag*(PAAP).
Parametro Variable optimizada
Tiempo de incubacion Ab +Ag/Ag* 200 s
Dilucién anticuerpo policlonal 1:550
(R543) '
Concentracion antigeno fluorescente 1
(PAAP) 25 nmolL L
Ultralink® Immobilized Protein AG Plus,
Inmunoadsorbente
(PAG)
. .y Tampon fosfato (PB),
Disoluciéon portadora 20 mmol 1", pH 8.0
Caudal de la disolucién portadora 0.25 mL min"'
. . Tampén glicina (Gly/HCI),
Disolucion regeneradora 0.1 mol L, pH 2.0
Fuerza iénica (NaCl/KCl) 0.0/0.0 mmol 1"
Volumen de muestra 700 pL.
Dimensiones del reactor (@ X L) 4 X 10 mm (125.7 uL)
Temperatura 20 °C
Tiempo de analisis .
final/determinacion 23 min
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4.3. CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL INMUNOSENSOR

Manteniendo fijos los distintos parametros geométricos, hidrodinamicos y
quimicos del sistema de medida optimizados en los apartados anteriores, se procedio a
determinar las caracteristicas analiticas del inmunosensor 6ptico para la determinacion

de penicilina G.

4.3.1. CALIBRACION DEL SENSOR

En la figura 102 se muestran los perfiles de respuesta obtenidos con el
biosensor para dos calibrados consecutivos realizados en el intervalo de 0.0001 a 100
ug mL1 de PENG. Como se indicé anteriormente, al aumentar la concentraciéon de
analito presente en la muestra la competicién con el derivado fluorescente es mas
eficaz y disminuye la cantidad de PAAP-Ab formado y retenido en el soporte,

originandose una disminucién de la sefial de fluorescencia medida.
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Figura 102. Perfil de respuesta obtenido para dos calibrados sucesivos realizados con el inmunosensor para
concentraciones de penicilina G comprendidas en el intervalo 0.0001 y 100 ug mL™. Ab R543 = dilucién 1:550,
disolucion portadora: PB 20 mmol L', pH = 8.0, T = 20 °C (n = 3).
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La curva de calibrado se ajust6 a la ecuacién (19), como se indica en la Parte
Experimental (apartado 3.4.1.), obteniéndose el perfil sigmoide que se muestra en la

tigura 103.
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Figura 103. Curva de calibrado correspondiente al inmunoensayo competitivo para la determinacion de
penicilina G en PB 20 mmol L, pH 8.0, empleando las condiciones indicadas en la tabla 52 (n = 5).

La respuesta del biosensor es muy reproducible en el intervalo de PENG

estudiado, obteniéndose (20):

(B-B,) _ 1.015—(?.0160.8 L0016 20)
(B,-B,) 1+([analzt0]j
0.030

(n =5, 12 = 0.998), donde la concentraciéon de penicilina G se expresa en ug mL-1. El
intervalo dinamico (ID) del inmunosensor esta comprendido entre 6.02 y 191 ng
ml1.

El limite de detecciéon (LD), concentraciéon de analito que origina una
disminucion del 10% de la sefial respecto del blanco, corresponde a un valor de 2.4 ng
ml-1. El valor de ICsp corresponde a una concentracion de penicilina G inferior a 30

ng mL-1.
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El LD obtenido con el inmunosensor desarrollado es comparable [39,40], o
incluso menor [38,76], que el de otros biosensores o inmunoensayos enzimaticos
selectivos a penicilinas. No obstante, su sensibilidad es ligeramente inferior a la de

algunos inmunosensores desarrollados para cefalexina, un antibiético B-lactamico, u

otros antimicrobianos [37,54,56,77,78].

El intervalo dinamico (ID) que presenta el fluoroinmunosensor es, sin

embargo, superior al de otros biosensores descritos en la literatura [40,52].

Si comparamos los resultados obtenidos con el inmunosensor desarrollado con
los proporcionados por la técnica ELISA [79] para este mismo antisuero (anti-6-APA
IgG R543), se comprueba que en este caso se consigue una mejora sustancial de la

sensibilidad para la determinaciéon de PENG (tabla 53).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, la semejanza
estructural entre el PAAP y el analito, facilitan la competiciéon eficaz de ambos
antigenos por los sitios de unién del anticuerpo, obteniéndose sensibilidades muy

superiores a las proporcionadas por el ELISA.

Tabla 53. Comparacion de las sensibilidades obtenidas (ICsy) para los diferentes formatos de ensayo
evaluados con el antisuero R543 (anti-6-APA).

ELISA Inmunosensor
. Anti
Conjugado ICs (PENG) ﬂuor‘g::r‘l’te ICs (PENG)
BSA-APA 1 mg mL’ PAAP 30 ng mL’
BSA-CLOX 1 mg mL' PBAP 448 ng mL."
AP-CLOX 200 ng mL" - -

Abreviaturas: BSA-APA: albiimina de suero bovino conjugada con dcido G-aminopenicilanico (6-
APA), BSA-CLOX: albsimina de suero bovino conjugada con cloxacilina, AP-CLOX: fosfatasa
alcalina conjugada con cloxacilina.

4.3.2. ESTUDIOS DE REACTIVIDAD CRUZADA

En muchas ocasiones, dependiendo del inmunégeno empleado para la

inmunizacién del animal y del tipo de compuestos analizados, pueden producirse
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reacciones cruzadas del anticuerpo con otros haptenos que presentan una estructura

semejante a la del analito.

Para realizar este estudio, habitualmente se comparan las curvas de calibrado
obtenidas para el analito con las correspondientes a las especies consideradas como

interferentes.

El porcentaje de reactividad cruzada (RC) se define como (21):

IC,,(analito)

%RC =
IC,,(interferente)

(21)

y constituye una medida de la extension de lo que se conoce como interferencias

especificas sobre el ensayo.

En este trabajo se ha evaluado la reactividad cruzada del inmunosensor frente a
ocho antibiéticos B-lactamicos relacionados estructuralmente con el hapteno utilizado
para la sintesis del inmunégeno, 6-APA. Ademas, se ha evaluado la RC frente al acido
clavulanico y a otros antibioticos de distintas familias que podrian encontrarse junto a

las penicilinas en las muestras a analizar (eg. aguas residuales, leche).

En la figura 104 se muestran las curvas de calibrado obtenidas para las distintas
especies estudiadas. Las reactividades cruzadas correspondientes se recogen en la tabla

54.

1.2
1.0 -i - o
- 4 '3
@f 2 CH,
m -
g 0.8 1 3 COOH
¥ i
= ©
@© i
g 0.6 g
o
o
< £
< 044 ©
zg ’%
N (%2}
0.2 1
0.0 —rrvr/ 0.0 T AT
0.0 00001 0001 001 0.1 1 10 100 0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100
[6-APA], ug mL?t [AMOX], pg mL-1

(2) (b)

Figura 104A. Curva de calibrado normalizada correspondiente al inmunoensayo competitivo para la
determinacién de (a) 6-APA, (b) AMOX en PB 20 mmol L, pH 8.0, empleando las condiciones indicadas en la

tabla 52 (n = 3).
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Figura 104B. Curva de calibrado normalizada correspondiente al inmunoensayo competitivo para la
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355



Inmunosensor para la determinacion de antibi6ticos p-lactamicos

1.2 1.2
= >
%) %) i
© ]
0.8 A 0.8 -
e} e
g g « o t
© ©
g 06 £ 06 ¢ =
] S
c =
T 0.4 © T 0.4
i HOH c
o) S H - = [ Q OH
NF N O.__CH, N—,
0.2 A o & N 024 o &
H COOH
CooH o
0.0 v 0.0 o0
0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100
[CEFAP], pg mL- [CLAV], pg mL2
(@) (b)
1.2
1.4 4
{ ]
1.0 &
- < 1.2 i [ ]
%) o ) ()
] ©
0.8 A 1.0
g t g '
N N
T L4 T 0.8 -
£ 06 E i £
2 9 2 06 o
T 04 F COOH T 3 COOH
S | S 0.4 |
%) hN N n ﬁN N
024 ¢ H/”J A HNQ A
H§ 0.2 A
0.0 AT 0.0 v Am—rr e
0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100
[ENRO], pg mL1 [CIPRO], pg mL+1
© (d)
1.2
1.0 & {
5 ()
S 0.8 -
©
N E
©
£ o061 (]
S
c ENG
T 04+ I
% O N
A CH,OH
0.2 o K
o OH
0.0 tr—vr
0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100

[CLOR], pg mL-

(e)

Figura 104C. Curva de calibrado normalizada correspondiente al inmunoensayo competitivo para la
determinacion de (a) CEFAP, (b) CLAV, (c) ENRO, (d) CIPRO, (e) CLOR (n = 3). Ver figura 104A.
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Tabla 54. Reactividad cruzada relativa a PENG obtenida con el inmunoensayo fluorescente de tipo
competitivo desarrollado para los distintos antibioticos y andlogos del 6-APA.

s O B s
6-APA 13.0 116 - 7401 174 17
AMOX 6.01 13.9- 354 58 50
AMPI 6.79 14.8 - 563 62 47
PENV 0.20 0.50 - 200 20 145
OXA 15.2 47.0- 1022 241 12
CLOX 449 135- 3213 741 3.9
DICLOX 212.6 473 - 8062 1988 1.5
NAFCI 70.0 292 - 16103 13408 < 0.002
CEFAP NC NC NC NC
CLAV NC NC NC NC
ENRO NC NC NC NC
CIPRO NC NC NC NC
CLOR NC NC NC NC

Abreviaturas: NC: no compite, 6-APA: acido 6-aminopenicilanico, AMOX: amoxicilina, AMPL: ampicilina,
PENV: penicilina 17, OXA: oxacilina, CLOX: doxacilina, DICLOX: dicloxacilina, NAFCI: nafcilina,
CEFAP:  cefapirina, CLAN: dcido clavulanico, ENRO: enrofloxacina, CIPRO: cprofloxacina, CLOR:
cloramfenicol.

Los resultados obtenidos demuestran que la mayor interferencia se produce por

parte de los antibidticos que presentan la misma estructura molecular del hapteno

utilizado para la produccion del antisuero R543, el acido 6-aminopenicilanico (6-APA).

Estos anticuerpos parecen reconocer a los antimicrobianos que contienen el
anillo B-lactamico intacto y fusionado al anillo tiazolidinico de 5 miembros, ya que en
el caso del antibiético cefapirina, cuyo anillo B-lactamico esta condensado al nuicleo
tiazolidinico de 6 miembros, se observa que no existe reconocimiento apreciable por

parte de la inmunoglobulina anti-6-APA.

Asimismo, el acido clavulanico, inhibidor de la 3-lactamasa, y con un anillo 3-

lactamico en su estructura, tampoco exhibe una RC destacable, lo que reafirma la
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hipétesis planteada de que el anticuerpo reconoce exclusivamente a la estructura de

tipo penicilina.

Por otro lado, se observa que el efecto interferente es mas pronunciado cuantos
menos sustituyentes presenta el anillo B-lactamico a través del puente amida [80].
Ejemplo de ello es la baja sensibilidad que presenta el ensayo para el analisis de las
penicilinas estructuralmente mas complejas, como DICLOX (1.5%) y NAFCI (<
0.002%).

No obstante, a la vista de los resultados obtenidos para el hapteno libre 6-APA,
con reactividad cruzada relativa a la PENG de tan s6lo 17%, se puede afirmar que la
sustitucion del grupo 6-amino incrementa la interaccion con el anticuerpo. Este
fenémeno también ha sido observado por De Leuw y col. [57] empleando anticuerpos

policlonales obtenidos también frente al hapteno 6-APA en gallinas ponedoras.

Cabe destacar que los antibioticos no B-lactamicos evaluados no presentan

ninguna RC para concentraciones superiores a 100 pg mL-1.

Por todo ello, el inmunosensor desarrollado puede ser usado para el analisis
multiresiduo de gran parte de los antibidticos pertenecientes a la familia de las
penicilinas, ya que presenta una destacada especificidad de grupo [39]. Este hecho
supone una ventaja para la evaluaciéon rapida de estos compuestos en muestras

ambientales y biol6gicas empleando el biosensor como sistema de diagnoéstico.

4.3.3. PRECISION DEL SISTEMA

La precision del fluoroinmunosensor para la determinacion de PENG se estim6
en terminos de la repetibilidad y la reproducibilidad de los resultados obtenidos para
distintas concentraciones de analito. Para evaluar la repetibilidad del inmunosensor se
llevaron a cabo ensayos independientes, a tres niveles de concentraciéon de PENG (10,
50, 100 ng ml-1) utilizando el mismo método de medida con idénticas variables
experimentales, en el mismo laboratorio y con el mismo operador en cortos intervalos

de tiempo [81].
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En la tabla 55 se muestran los valores obtenidos de desviacion estindar relativa

(RSD) obtenidos para las distintas concentraciones de analito ensayadas.

Tabla 55. Estudio de repetibilidad del inmunosensor.

PENG, ng mL" o PENG’, ng mL"' Recuperacién, RSD,
afiadidos recuperado % %
11.2 9 11.1£0.2 99 3
50.0 8 51£2 102 4
100.0 6 95+£5 95 6

* Intervalos de confianza =+ 1y, X Sy.1/n"* al 95% de probabilidad

Los valores de RSD obtenidos para todas las muestras patron analizadas son
comparables a los que aparecen descritos en la bibliografia para inmunoensayos

basados en el mismo principio de medida (entre el 1% y 15%) [14,82].
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Figura 105. Curvas de calibrado normalizadas correspondientes al inmunoensayo competitivo realizado en dias

alternos para la evaluacién de la reproducibilidad del inmunosensor: () 1° calibrado, (¢) 2 calibrado, (e)
37 calibrado, (A) 4° calibrado, (e) 5° calibrado en PB 20 mmol L, pH 8.0, empleando las condiciones

indicadas en la tabla 52 (n = 5).

Para evaluar la reproducibilidad de la medida se realizaron 5 calibrados,
empleando el mismo reactor, en dias alternos en el intervalo de concentraciéon 0.0001 y
100 ug mIL-! de PENG. Los calibrados obtenidos en funcién del tiempo, ajustando los

datos experimentales a la ecuaciéon (19) se muestran en la figura 105. A partir de los
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mismos, se calcula un IC., = 24.0 ng mL-! con una RSD = 17%. Este resultado se

puede considerar satisfactorio para métodos de analisis de residuos mediante técnicas

inmunoldgicas, en las que las desviaciones tipicas suelen estar comprendidas entre el

10y el 25% [83,84].

4.3.4. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD TEMPORAL DEL INMUNOSOPORTE
4.3.4.1. ESTUDIOS DE REVERSIBILIDAD

Para que un inmunosensor sea util desde un punto de vista practico, ha de ser
capaz de realizar medidas en continuo manteniendo sus prestaciones analiticas durante

periodos de operacién prolongados.

En el ensayo descrito en esta Memoria, los inmunocomplejos se retienen en el
soporte a través de su interaccién con la proteina A/G de manera que fue necesatio
evaluar la posibilidad de regenerar dicho inmunosoporte para su utilizaciéon en ensayos
sucesivos. La disolucién regenerante ensayada fue Gly/HCl 0.1 mol L1 pH 2.0,

recomendada para su empleo en combinacién con el inmunoadsorbente utilizado.

Los resultados demuestran que la sefial analitica permanece constante tras
sucesivas etapas de regeneracion (figura 90 y 1006), lo que pone de manifiesto el
excelente comportamiento del soporte en base a su capacidad de inmovilizacién y
desorciéon de los inmunocomplejos. Ademas, este resultado supera ampliamente la

reusabilidad alcanzada por otros inmunosensores descritos en la bibliografia [84].

4.3.4.2. ESTABILIDAD OPERATIVA DEL INMUNOSENSOR

Para evaluar la estabilidad operativa del biosensor se ha medido su respuesta
frente a ciclos sucesivos de antigeno fluorescente (PAAP, 25 nmol L) y anticuerpo

(suero R543, dilucion 1:550) a lo largo de 20 dias (204 ciclos de medida, uso

continuado).
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Los resultados obtenidos se muestran en la figura 106. Para la obtencion del

grafico de Shewhart se ha tomado como valor central la media del valor obtenido para

100 ng mI-t de PENG (B/B,)) en el mismo dia de la preparacion del inmunosensor y

como limites inferior y superior & 3xS.D. de dicho valor inicial.
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Figura 106. (®) Medida de la actividad del inmunosensor en términos de senial de fluorescencia maxima (Bg)
obtenidos para PAAP (25 nmol L) y antisuero R543 (dilucién 1:550) en funcion de los dias transcurridos
(ciclos completados) desde el empaquetamiento del inmunosoporte. (o) Grafico de control (Shewhart)
construido para evaluar la variacion de la respuesta del sensor (B/By) para una disolucion patron de PENG 100
ng mL” en funcién del niimero de ensayos realizados (n = 3, cada dia).

A partir de los resultados mostrados, se comprueba que la bioafinidad del
soporte ligado a proteina AG (PAG) no se modifica significativamente en el periodo
de tiempo estudiado, 20 dias (> 200 ciclos). Ademas, la sensibilidad del ensayo para el
nivel de concentraciéon de PENG evaluado permanece dentro de los limites de control

durante este periodo de tiempo.
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4.4. APLICACION DEL INMUNOSENSOR A LA DETERMINACION DE
PENICILINAS EN MUESTRAS REALES

4.4.1. DETERMINACION DE PENICILINA G Y AMOXICILINA EN MUESTRAS DE
AGUAS RESIDUALES

Para evaluar la utilidad del inmunosensor desarrollado para la determinacién de
penicilinas en muestras reales, se ha llevado a cabo el analisis de penicilina G y
amoxicilina en muestras de efluentes de depuradora, enriquecidas previamente con

dichos antibioticos, a distintos niveles de concentracion.

Para ello, se ha seguido el procedimiento indicado en el apartado 3.5.1. de la
Parte Experimental, evaluando el porcentaje de recuperaciéon de los antimicrobianos
estudiados, en funcién del tipo de efluente de una estacién depuradora de aguas

residuales (EDAR): efluente de entrada (EE) y efluente de salida (ES).

Una de las ventajas mas interesantes de los inmunoensayos es la posibilidad de
analizar directamente la muestra sin necesidad de preconcentracidn, gracias a la
elevada selectividad y los bajos limites de deteccion obtenidos con estos métodos. Sin
embargo, de cara a su aplicacion directa al analisis ambiental, esta limitada por la

posibilidad de que se produzcan interferencias de la matriz.

Los estudios de efecto matriz se han llevado a cabo construyendo las curvas de
respuesta del analito patrén, AMOX y PENG, en las diferentes muestras de agua
residual analizadas, tras comprobar que se encontraban libres de ambos

antimicrobianos.

En la figura 107 se muestran los perfiles de respuesta obtenidos con el
inmunosensor en disolucién reguladora PB (20 mmol L1, pH 8.0) y en agua residual
tomada del efluente de la EDAR, en ausencia y en presencia de PENG (50 ng mL.1).
Los calibrados obtenidos en el agua residual (ES) y en PB para PENG y AMOX se

muestran en la figura 108.
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Figura 107. Perfil de respuesta obtenido con el inmunosensor para la determinacion de PENG: (a) Disolucion
reguladora (PB, 20 mmol L, pH 8.0) y (b) Agua residual (ES) en ausencia (—)y en presencia (—) de 50 ng

mL"' de PENG.
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Figura 108. Estudio del efecto matriz: (a) Curva de calibrado correspondiente al inmunoensayo competitivo
para la determinacion de penicilina G en agua residual (ES) empleando las condiciones indicadas en la tabla
52. (b) Curva de calibrado correspondiente al inmunoensayo competitivo para la determinacion de amoxicilina
en agua residual (ES) empleando las condiciones indicadas en la tabla 52. (e) En disolucion reguladora PB
(pH=38.0, 20 mmol L") y () en agua residual (ES).

Los resultados obtenidos demuestran que no existen diferencias significativas

entre el calibrado obtenido con el inmunosensor en tampédn fosfato (PB) y en la

muestra de agua residual (ES). La ausencia de dicho efecto indica que el método no se
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ve afectado por las caracteristicas fisicoquimicas de la matriz (fuerza idnica, etc.) o por
la presencia de otras especies quimicas (acido humicos, etc.) en la misma. En
consecuencia, la cuantificacion de los analitos se puede realizar directamente

empleando un calibrado externo en disolucion reguladora.

En la tabla 56 se muestran los valores de recuperaciéon obtenidos para muestras
de agua residual, efluente de entrada (EE) y efluente de salida (ES) de la EDAR,
enriquecidas con 10, 50 y 75 pg L1 de PENG y de AMOX.

Tabla 56. Estudio de recuperacion de PENG y AMOX en aguas residuales de una estacion EDAR en
las condiciones optimas de medida (tabla 52) (n=3).

Agua et INMUNOENSAYO SPE / HPLC - DAD
idual Antibiético > 20190,
residua ngmL?!  Encontrado R, Encontrado R,
(EDAR) ng mL1 % ng ml-1 %
10 9+2 90 <LQ -
PENG 50 52413 104 20+ 7 40
T 75 7347 97 3548 47
entrada
(EE) 10 12+3 120 <1LQ -
AMOX 50 51+4 102 <LQ -
75 7449 99 <LQ -
10 10+1 100 <LQ -
PENG 50 52+ 4 104 51+ 3 102
Eﬂu.ente 75 74+ 7 99 70 + 10 93
salida
(ES) 10 11£5 110 <LQ -
AMOX 50 50 + 19 100 48 + 10 96
75 73+ 28 97 74+ 13 99

Como puede observarse, los porcentajes de recuperacion obtenidos para ambos
antibidticos fueros excelentes para todos los niveles de concentracién ensayados
(PENG, ca. 99% y AMOX, ca. 105%) tanto en el efluente de entrada como en el de
salida.

Para validar el método, las muestras de agua se analizaron paralelamente
empleando el método cromatografico puesto a punto en el Capitulo VI (apartado

4.4.1.) de esta Memoria.
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Segin se puede observar en la tabla 56, la comparaciéon entre los datos
experimentales obtenidos empleando ambos métodos es excelente cuando se analizan

muestras de agua del efluente de salida de la EDAR.

No obstante, las recuperaciones obtenidas por el método cromatografico para
las muestras de agua correspondientes al efluente de entrada son bajas y, en el caso de
la. AMOX, estan por debajo del limite de cuantificacion (LQ). Este hecho puede
atribuirse a la gran complejidad de la matriz que afecta notablemente a la retencion y
elucion de las penicilinas de los cartuchos de extraccion en fase sélida (Oasis MAX,
Varian Inc.) empleados para la preconcentracion y limpieza de las muestras [85]. Este

problema no afecta, sin embargo, a la respuesta del inmunosensor.

Por todo ello, queda demostrada la aplicabilidad practica del inmunosensor
descrito en esta Memoria para la realizacion de este tipo de analisis en muestras de
aguas residuales, mostrandose como una excelente alternativa a los escasos
inmunoensayos descritos en la bibliograffa para la determinacién de antibidticos B-

lactamicos en muestras medioambientales [80].

4.4.2. DETERMINACION DE PENICILINAS EN MUESTRAS DE LECHE

A fin de evaluar la aplicabilidad del inmunosensor desarrollado en muestras de
interés agroalimentario, se analizaron varias penicilinas en muestras de leche certificada
(Merck, Darmstadt, Alemania) enriquecidas con distintas penicilinas a varios niveles de
concentracion, asi como una muestra de leche de vaca, tratada con PENG, tomada 96
h después del tratamiento antibiético. En todos los casos, se ha seguido el

procedimiento descrito en el apartado 3.5.2. de la Parte Experimental.

Para evaluar el posible efecto matriz, se prepararon las curvas de calibrado
empleando leche desnatada libre de antimicrobianos, directamente, o bien diluida con
el tampon de ensayo (PB 20 mmol L1, pH 8.0). Las diluciones ensayadas fueron 0, 1:5,

1:10 y 1:20. Como se muestra en la figura 109, el empleo de una dilucién 1:20 permite
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obtener curvas de calibrado que no difieren significativamente de las obtenidas en PB.

La utilizacién de diluciones inferiores, reduce la sensibilidad del ensayo.

1.2
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0.4 4

Sefial normalizada (S,)

0.2 A1

0.0 “Hr—rr/
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Figura 109. Evaluacion del efecto matriz para el andlisis de PENG en leche: Curva de calibrado
correspondiente al inmunoensayo competitivo (®) en disolucion reguladora PB (pH=38.0, 20 mmol L) y (o) en
leche (dilucion 1:20) empleando las condiciones indicadas en la tabla 52.

Para realizar el analisis de las distintas penicilinas en las muestras de leche, se

centrifugan a 13800 g (4 °C) durante 30 min, y as{ se elimina la materia grasa.

Seguidamente el extracto se diluye con PB (20 mmol L1, pH 8.0) 1:20,
determinandose a continuacioén la recuperacion de las penicilinas en cada muestra a

partir del calibrado externo medido en PB.

En la tabla 57, se presentan los valores de recuperaciéon obtenidos para las
distintas muestras de leche analizadas, utilizando el inmunosensor desarrollado y los
resultados del estudio de validacién empleando SPE-HPLC-DAD segun se describe

en el Capitulo VI de la presente Memoria.

Como puede observarse, los resultados demuestran la efectividad del
inmunoensayo propuesto, alcanzandose valores medios de recuperacion de entre el 88
y 103%. La concentraciéon calculada para todos los antibidticos es inferior a la

concentraciéon original debido probablemente a la degradaciéon que estos analitos
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sufren en matrices bioldgicas (eg. la PENG se degrada mas de un 18% en menos de 16

h) [87,88].

Tabla 57. Estudio de recuperacion de PENG, AMOX y CLOX en leche en las condiciones optimas de
medida (tabla 52) (n=3).

Adiadid INMUNOENSAYO SPE / HPLC —- DAD
Muestra  Antibidtico oo

LIES ngmL1  Encontrado R, Encontrado R,
ng mL! % ng mL! %

2 PENG 50 <LQ - <LQ -
1 150 154 £ 25 103 140 £11° 93
3 AMOX 250 <1Q ; <LQ" :
4 Blanco = ND - _ _
5 300 <LQ - 273+5 91
6 CLOX 900 <LQ - 791 £ 10 38
7 2700 2510 £ 30 96 2443 + 43 90

Al olumen de muestra 45 ml..

La principal desventaja del analisis de antibidticos B-lactaimicos en muestras de
leche, utilizando el inmunosensor desarrollado, son los limites de deteccion
alcanzados, ya que no son inferiores a los requeridos para detectar dichos residuos de
penicilinas en leche segun las directrices fijadas por la U.E. [89,90]. Esta limitacién
también ha sido observada por otros autores [24,76]. Por todo ello, aunque se ha
demostrado la aplicabilidad del inmunoensayo en flujo para la determinaciéon de
penicilinas en leche, en trabajos futuros se debera mejorar la sensibilidad del método,

ademas de adaptarlo a otro tipo de muestras biolégicas con menos restricciones

legislativas (eg. tejido animal, LMRs = 50 — 300 pg kg1) [24,90].
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e Se ha puesto a punto un inmunosensor para la determinacién de penicilinas basado
en un ensayo de tipo competitivo y medidas de fluorescencia mediante el empleo de
un analogo fluorescente de penicilina que contiene como entidad fluorogénica un
grupo pireno (PAAP). La sensibilidad de la reacciéon depende fundamentalmente del
anticuerpo empleado. En este caso se han utilizado anticuerpos policlonales (PAbs)
no comerciales que interaccionan, preferentemente, con el grupo 6-
aminopenicilanico (6-APA), presente en la penicilina G y en el resto de penicilinas

evaluadas.

e Como dispositivo de medida oOptica, para la monitorizacién de penicilinas, se ha
utilizado un dispositivo automatico de analisis por inyecciéon secuencial,

obteniéndose resultados satisfactotios.

e En el estudio analitico del inmunosensor fluorescente de penicilinas, se han
optimizado distintos parametros fisico-quimicos (concentraciéon de PAAP,
concentraciéon de antisuero R543, tiempo de incubacién, tipo de disolucion
reguladora, etc.) que afectan al inmunoensayo, asi como las caracteristicas
hidrodinamicas del sistema de flujo (e.g. caudal y volumen de inyeccién de los

inmunoreactivos) empleados para la automatizaciéon del método. Ademas, se han
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evaluado tres tipos de inmunosoportes comerciales en la optimizaciéon del ensayo:

inmunoadsobente  Ultralink® Immobilized  Protein A/G Plus (PAG), Ultralink®
Immobilized Protein A Plus (PA) y Proyep@—/l Media (CPGA). El primero permite

obtener resultado mas reproducibles, pudiéndose utilizar en mas de 200 ciclos de

ensayo.

e FE] inmunoensayo desarrollado permite la determinacién de PENG en el intervalo
6.0 — 191 ng mL-! con un limite de detecciéon inferior a otros inmunoensayos
descritos en la bibliografia (2.4 ng mlI1). El ICs5 (desplazamiento del 50% del
antigeno marcado) corresponde a una concentracion menor de 30 ng mL1 de

PENG (RSD = 17%, n =5).

e Los estudios de reactividad cruzada muestran que el ensayo puede también
emplearse para la determinaciéon de AMOX (50%), AMPI (47%) y PENV (145%).
Por otro lado, 1a baja sensibilidad observada para la DICLOX (1.5%) y NAFCI (<
0.002%) demuestra que cuanto mayor es el numero de sustituyentes en el grupo j3-
lactamico, a través del grupo amida, menor es la interaccion con los anticuerpos
policlonales. Asimismo, cabe destacar que los antibiéticos no penicilanicos

evaluados no presentan ninguna RC para concentraciones superiores a 100 ug mIL-1.

e Se ha comprobado que la bioafinidad del soporte ligado a proteina AG (PAG) no se
modifica significativamente en periodos de tiempo inferiores a 20 dias (> 200
ciclos). Igualmente, el biosensor desarrollado muestra una gran sensibilidad en este

periodo, permaneciendo dentro de los limites de control establecidos.

e Se ha estudiado el comportamiento del inmunoensayo frente a matrices complejas
de aguas residuales, empleado muestras procedentes de los caudales de entrada y
salida de una estaciéon depuradora de aguas residuales (EDAR), los cuales contienen
diversos aportes de contaminaciéon urbana. En ninguno de los casos estudiados se

observé efecto de la matriz, por lo que se puede concluir que el inmunoensayo es
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apto para la evaluacion de aguas residuales, siendo necesario unicamente la
filtracién previa de la muestra y el ajuste del pH si éste se encuentra fuera del

intervalo operativo del inmunoensayo (6.0 — 8.5).

El mismo inmunoensayo se ha aplicado a la determinacion de AMOX, PENG vy
CLOX en muestras de leche. Para ello, se ha evaluado el efecto matriz sobre las
caracterfsticas del ensayo, encontrandose que una dilucién 1:20 de la muestra de
leche desnatada es suficiente para la supresion de dicho efecto. Los valores medios
de recuperaciéon obtenidos se encuentran comprendidos entre el 88 y 103%, lo que
demuestra la efectividad del ensayo propuesto. Sin embargo, la sensibilidad
obtenida para este tipo de muestras debe mejorarse para asi alcanzar los LMRs
establecidos por las directrices de la Uniéon Europea para estas sustancias en este

tipo de muestras.
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TECNICAS DE TRATAMIENTO DE MUESTRA
Y ANALISIS CROMATOGRAFICO

El uso de técnicas basadas en la cromatograffa de liquidos acoplada a detectores
UV-visible combinadas con la utilizacion de técnicas de extraccion y de
preconcentracién, ha dado lugar a numerosos métodos analiticos para la
determinaciéon de antibidticos [-lactamicos en una gran variedad de muestras
(biologicas, medio ambientales, industriales, farmacolégicas, etc.). A continuacion, se
presenta un resumen de estos métodos, sus caracteristicas analiticas y sus ventajas y

limitaciones para el analisis de penicilinas.

1.1. METODOS DE EXTRACCION Y PRECONCENTRACION DE
ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

De todas las etapas que constituyen el proceso de analisis, una de las mas
criticas es, sin duda, el tratamiento de muestra. Este proceso, previo al analisis, es un
requisito fundamental para practicamente todas las metodologias analiticas y resulta

critico a la hora de obtener el resultado final del analisis.

En la mayoria de los casos, el andlisis cromatografico de sustancias procedentes
de muestras complejas sélo es posible tras una etapa de tratamiento de muestra que
permite la eliminacién de interferencias, ademas de concentrar los analitos, facilitando
asi su posterior determinaciéon al aumentar, de forma indirecta, la sensibilidad y

selectividad del método.
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El procedimiento empleado para el tratamiento de muestras medioambientales
o biomatrices para el analisis de antibidticos B-lactamicos esta condicionado, en gran

medida, por la estabilidad de éstas sustancias.

La presencia del anillo B-lactimico en las estructuras penicilinicas las convierte
en sustancias altamente termolabiles y sensibles a la presencia de alcoholes y acidos.
Debido a éstas caracteristicas, es necesario controlar adecuadamente el pH y la
temperatura durante todas las etapas de pretratamiento para evitar la degradaciéon de

los antibiéticos lo maximo posible [1].

1.1.1. TRATAMIENTO DE MUESTRA PREVIO AL PROCESO DE
EXTRACCION/PURIFICACION EN MUESTRAS DE ORIGEN
AGROALIMENTARIO

Generalmente, en este tipo de muestras, que contienen una elevada
concentraciéon proteica y de otras sustancias (grasas, hidratos de carbono, etc.), es
necesario realizar un tratamiento previo que permita separar la materia organica de los

analitos de interés.

De este modo, el procedimiento de extracciéon de penicilinas en muestras
liquidas de origen animal, como por ejemplo la leche, incluye un paso de eliminacién
de la materia grasa seguido de centrifugaciéon [2-4|. En algunas circunstancias, las
muestras pueden diluirse con mezclas hidroorganicas de acetonitrilo-agua [5-9] o

acetonitrilo-metanol-agua [8-10] antes de su etapa de limpieza y preconcentracion.

Sin embargo, en la mayoria de los casos, tanto las muestras liquidas como las
semisolidas (eg. musculo, tejidos, higado, rifién) requieren un tratamiento mas
exhaustivo que incluye una etapa de desproteinizaciéon ya que los residuos de
antibidticos B-lactamicos en matrices biologicas suelen estar unidos a las proteinas

solubles que las constituyen [11].

Los tratamientos de desproteinizaciéon de antibidticos B-lactamicos que
habitualmente suelen utilizarse, estan basados en el empleo de disolventes organicos, dcidos

orgdnicos o inorgdnicos y/ o sales. El acetonitrilo [12,13-14], acetona [15], isooctano [16] y
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diclorometano, hexano [17] se han utilizado como disolventes de extraccion
obteniéndose resultados de efectividad variable con respecto a la liberaciéon de los

antimicrobianos ligados a proteinas.

En este sentido, Heller y col. [18] han descrito la extraccion de PENG de
diversos tejidos y animales utilizando una mezcla de acetonitrilo-agua (1:1), seguida de
centrifugacion. Las recuperaciones obtenidas son de 103% (RSD < 3%) en plasma,
96% (RSD < 11%) para rinén y 98% (RSD < 4%) en orina. Asimismo, Gee y col [19]
han utilizado disoluciones de acetonitrilo-agua (NaCl 3%) para la extraccion de
antibioticos en la mismas matrices obteniendo porcentajes de recuperaciéon del mismo

orden.

Los acidos inorganicos y organicos como el acido clorhidrico, la mezcla acido
sulfurico/wolframato sédico (H2SO4/NaxWOy4) [20,21] y tricloroacético (TCA) [22,23]
se han utilizado de forma extensiva como agentes precipitantes en procesos de

desproteinizacion.

De este modo, Sorensen y col [24] describieron el analisis simultaneo de 7
penicilinas en musculo de higado y riién de ganado vacuno y porcino mediante la
aplicacion de un proceso de extraccion basado en la adicion de 0.68 mol L1 de HaSO4
y de 0.68 mol L1 de Na;WOy4 de sobre la muestra homogeneizada. Las recuperaciones

obtenidas estan comprendidas entre 66 y 82%.

Otra opcidn interesante es la de incluir en la disolucién precipitante sales de
metales Ni (II), Cu (II) y Zn (II) (eg. NiSO4, CuSOs), ya que se ha demostrado [25]
que la presencia de dichos cationes pueden desestabilizar la estructura tridimensional
de algunas proteinas (eg. albumina, hexoquinona) favoreciendo la eliminacién de la

conformacion a-hélice.

Una alternativa a las desproteinizaciones quimicas es la ultrafiltracion (UF, del
inglés  “witrafiltration”) que consiste en un proceso de separacion en el que
macromoléculas disueltas en un fluido se separan de la disolucion por filtraciéon bajo
presion a través de membranas selectivas fabricadas en polisulfona o acetato de

celulosa. La base de la separacion es el tamafio molecular, aunque la conformacion y la
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carga de las moléculas pueden afectar a su rendimiento. Asi pues, la ultrafiltracion
rechaza macromoléculas, proteinas, coloides, etc., mientras que las moléculas de bajo

peso molecular atraviesan la membrana.

Entre las aplicaciones mas comunes de ultrafiltracién cabe destacar la
eliminacién de proteinas y otras macromoléculas sin necesidad de utilizar procesos de
precipitaciéon permitiendo el empleo de volimenes pequefios de muestra.
Precisamente, Goto y col. [26] han optimizado un método para la determinaciéon de
tetraciclinas y penicilinas en tejido animal basado en la separacion UF de los analitos
de la matriz biolégica. Las recuperaciones obtenidas para musculo, rifién e higado

estan comprendidas entre 70 — 115% con RSD < 15%.

En la tabla 58 se presenta un resumen de las técnicas de desproteinizacién mas

utilizadas para el analisis de antibi6ticos 3-lactamicos en muestras bioldgicas.

Tabla 58. Métodos de desproteinizacion empleadas para la extraccion de antibidticos flactamicos
de muestras de origen bioldgico.

Método de

Analito Muestra Meto.d ° de. , limpieza/ ectrn.ca Caracteristicas  Ref.
desproteinizacion ., analitica
preconcentraclon
HPLC-F : SLD’ 1
AMPI Misculo  PB, pH 4.5/TCA SPE Observaciones: s [27]
Detrivatizacion Recuperacién:
85 —98%
AMPI Musculo NH4Ac, pH 8.5 SPE HPLC-MS o i [28]
L5pgg!
LD:
. HPLC-UV 10 pg L1
CLOX Leche HCI, acetonitrilo ELL 295 nm Recuperacion: [29]
75 —-93%
AMOX, p
PENG, fl‘g:;f? HPLC-UV LD:
AMPI, OXA, 2. 323 nm 8.9—-20.9 pg Lt
CLOX, b(i?izz ] 1350k RO LI Observaciones: Recuperacion: [24]
NAFCI, 07 Derivatizacion 58— 82%
DICLOX porclno
LD:
AMOX
) _ - _ -1
AMPIL CLOX,  Leche PB, pH 9.2 ELL/SPE LC-ESL 04-11ngks [30]
OXA. PENG MS/MS Recuperacion:
> 76 —94%
PENG, OXA HPLC-UV
CLOX, Leche  EtAc/PB pH 8.0 SPE 845 i LD B
DICLOX Observaciones: 4-10 pgkg
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Tabla 58. Métodos de desproteinizacion para la extraccion de antibidticos S-lactamicos de muestras
de origen bioldgico (continuacion).

, Método de ey
. Método de .. Técnica L.
Analito Muestra N l1mp1eza/ .. Caracteristicas  Ref.
desproteinizacion ., analitica
preconcentracion
HPLC-UV
OXA, CLOX, PB, pH 8.0/ 340 nm LD:
DICLOX Leche ISEN(ON SPE Observaciones: 25pug L1 [32]
Detivatizacion
HPLC-F L LZD‘ o
AMOX Tejidos PB, pH 4.5/TCA SPE Observaciones: <~ ~HE S . [33]
Derivatizacion R Supecion:
67 — 82%
HPLC-UV LD.:
OXA, CLOX, ~ ueso 345 nm 5-7 g kg!
) > — [ W
DICLOX lrecher,t HzSO4/Na2WO4 SPE Observaciones: Recuperaci(')n: [34]
yogH Derivatizacion 75 -93%
LD:
Plasma: 12 ng mlL-!
Plasma, tonitril 5 Zf’g”.l(g; 0 ng %1
PENG higadoy ~ Accronrroasua SPE HPLC-MS/MS /75> ngm [18]

Recuperacion:
Plasma: 103%
Higado: 96%

Orina: 98%
Abreviaturas: PENG: penicilina G; AMOX: amoxicilina, AMPL: ampicilina, SPE: extraccion en fase solida, ELL:
exctraccion liguido-lignido, TCA: dcido tricloroacético, PB: tampdn fosfato, BEtAc: acetato de etilo, NHsAc: acetato de
anionio.

(1:1)

otina

1.1.2. EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO

La extraccion liquido-liquido (ELL), es una de las técnicas de tratamiento de
muestra mas utilizada en el analisis de antibioticos, tanto en fluidos biolégicos como

un muestras medioambientales, debido a su simplicidad.

Una de las variables a tener en cuenta en la ELL es el disolvente organico
utilizado como extractante. En la selecciéon de éste se han de considerar varios
aspectos como su polaridad, volatilidad y compatibilidad con las técnicas analiticas que
se vayan a utilizar. En el analisis de biomatrices (eg. tejidos, higado) para la
determinaciéon de antibioticos B-lactamicos, es frecuente el uso de hexano y
diclorometano como disolvente para la extraccién de penicilinas [35]. Para conseguir
extractos mas limpios también se ha usado combinaciones de acetonitrilo, seguido de

diclorometano, hexano-acetonitrilo, agua y PB (pH 7.0) y de nuevo diclorometano

[36].
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La principal desventaja de esta técnica extractiva es la formacion de emulsiones,
por este motivo, muchas veces se incluye un paso de centrifugacion, posterior a la
extraccion, que rompa las emulsiones y genere una mayor separaciéon entre las dos

fases.

1.1.3. EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La extraccion en fase solida (SPE, del inglés “solid-phase extraction™) es una
técnica de preparacion de muestra que se basa en la adsorcion selectiva de los analitos

en una fase solida.

Los objetivos principales de la SPE son reducir interferencias debidas a los
componentes de la matriz (limpieza o “Wean-up”) y preconcentrar. De este modo la
SPE permite alcanzar la concentracién necesaria para utilizar algunas técnicas o para
mejorar la sensibilidad del método, disminuir o eliminar interferentes e incluso,
cambiar la matriz en la que se encuentra el analito [37]. En la mayoria de los casos,
todos estos efectos se producen simultaneamente. De cualquier manera, el proceso
permite obtener disoluciones en las que los analitos se encuentran lo suficientemente
concentrados para su deteccion posterior y libres de interferencias causadas por los

componentes de la matriz.

Son muchas las ventajas que presenta la aplicacion de la SPE frente a la
extraccion liquido-liquido: es mas selectiva y sensible, se obtienen porcentajes de
recuperacion superiores, aumenta la eliminacion de interferencias, es mas reproducible,
no se forman emulsiones, se puede automatizar con facilidad, disminuye el consumo

de disolventes y permite evitar el empleo de disolventes tdxicos y/o peligrosos.

1.1.3.1. TIPOS DE ADSORBENTES EMPLEADOS EN SPE

Uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta en SPE es el adsorbente
utilizado. Las propiedades fisico-quimicas de los adsorbentes por ejemplo, como el
area superficial, el diametro, el tamafio de particula, el volumen de poro, etc. van a

determinar la eficiencia de la extraccion asi como la calidad global de la separacion.
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Idealmente, los materiales utilizados en SPE tienen en comun una estructura
tridimensional rigida y porosa, con una elevada area superficial y actian de forma
especifica, adsorbiendo unicamente los analitos de interés sin retener otros
contaminantes. Sin embargo, en muchas ocasiones, los adsorbentes de SPE no son tan
selectivos y un gran numero de materia endégena puede ser retenida y afectar al
analisis posterior. Para evitarlo, sera de gran importancia optimizar adecuadamente la

naturaleza del eluyente y las condiciones de extraccion [38].

Los adsorbentes mas utilizados en SPE son los basados en silice o resinas
poliméricas, que pueden modificarse mediante la introduccién de diferentes grupos

funcionales. Ambos materiales se caracterizan por su rigidez, bajo coste y estabilidad.

Cabe destacar que, los adsorbentes poliméricos superan muchas de las
limitaciones de las silices funcionalizadas, ya que tienen mayor estabilidad en un
intervalo de pH mas amplio (1 - 14). Ademas, presentan una mayor capacidad de
retencion de los analitos. Los adsorbentes poliméricos mas utilizados son los copolimeros

de estireno-divinilbenceno (PS-DVB 6 SDB), los cuales tienen una supetficie hidréfoba.

Recientemente, se han desarrollado adsorbentes basados en copolimeros de
divinilbenceno-pirrolidona como son “Porapak RDX” 'y “Oasis”. Oasis HLB es un
polimero macroporoso obtenido a partir de los monémeros DVB (lipofilico) y VP
(hidrofilico) que proporcionan el balance hidrofilico-lipofilico para la retenciéon de
compuestos organicos polares y no polares presentes en muestras acuosas. Las fases
Oasis MCX y Oasis MAX combinan las propiedades de adsorbentes de la fase HL.B
con las caracteristicas de un cambiador catidnico fuerte (con grupos acido sulfénico) y

un cambiador aniénico (con grupos amina cuaternaria) respectivamente.

Otra posibilidad son los adsorbentes de acceso restringido (RAM, del inglés
“restricted access media”) que permiten unicamente el paso de moléculas pequefias. En
este sentido, Cass y col. [39] han propuesto un procedimiento rapido y simple, basado
en HPLC-UV acoplado a una columna RAM, para el analisis de amoxicilina en plasma
humano. El método permite la determinacién directa del antibiético en un tiempo
inferior de 25 min con una buena selectividad, sensibilidad (LQ < 50ng mlL1),

exactitud (85%) y precision (RSD = 6%).
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Por otra parte, en los tltimos afios se han introducido en el mercado otro tipo
de adsorbentes que permiten una elevada selectividad en la extraccion. Estos
sorbentes de afinidad, basados en el reconocimiento molecular, estin constituidos
por un soporte inerte (resina, gel de silice, etc.) sobre el cual estan inmovilizados una

enzima, hormona o anticuerpo, siendo estos ultimos los mas utilizados [40].

Otra posibilidad para la obtenciéon de adsorbentes selectivos es la técnica de
impronta molecular, la cual permite la preparacion de polimeros macroporosos
(MIPs) con puntos de unién selectivos, capaces de reconocer a una determinada

molécula (Capitulo IV).

En la tabla 59 se presentan los adsorbentes mas utilizados en extraccion en fase

solida con mecanismos de interaccion basados en fase reversa.

Tabla 59. Caracteristicas de diferentes adsorbentes empleados en SPE [41].

Tipo de adsorbente Estructura

1. Adsorbentes basados en silices enlazadas

Fase reversa
Octadecilsilano (Cysg) -Si-(CH,)17-CH3
Octilsilano (Cg) -Si-(CH2)7-CH3
Fenilsilano (PH) -Si-Phe
Cianobutilsilano (CN) -Si-(CH2)4-CN
Fases adsorbentes de intercambio ionico
Bencenosulfonilpropilsilano (SCX) -Si-(CH2)3-SO5 Bz
Carboximetilsilano (CBA) -Si-CH,-COO-
Trimetilaminopropilsilano (SAX) -Si-(CH,)3-N*-(CH3)3
2. Adsorbentes poliméricos
Amberlita XAD-2 PS-DVB
Bond Elut ENV PS-DVB
Isolute ENV+ PS-DVB
Lichrolut EN PS-DVB
Porapak RDX DVB-VP
Oasis HLLB DVB-VP
Oasis MAX DVB-VP
Oasis MCX DVB-VP

Abreviaturas: Phe: fenilo, Bz: benceno, PS-DVB:  poliestireno-divinilbenceno, DVB-VP:
divinilbenceno-vinilpirrolidona.
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Finalmente, otros materiales utilizados en el desarrollo de soportes para SPE
son los basados en fases adsorbentes de intercambio idnico o carbono gratificado
(eg. Carbopak, Carbographl, Envi. Carb., Carbograph4). Estos ultimos son, en
ocasiones, los unicos capaces de concentrar muchos solutos organicos altamente
polares. De hecho, se ha empleado cartuchos de Carbograph4 para la preconcentracion

de penicilinas en agua con recuperaciones proximas al 76% [42].

1.1.3.2. APLICACION DE SPE A LA DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

En el caso de las penicilinas, se han utilizado tradicionalmente adsorbentes
basados en soportes de silica. Entre las aplicaciones descritas en la bibliografia, se ha
descrito el uso de cartuchos Cis para el analisis de penicilinas tanto en muestras de

origen animal como en aguas.

Evidentemente, las recuperaciones obtenidas dependen del tipo de muestra
analizada. Asi, Hong y col. [37] han observado que la mayoria de las penicilinas
exhiben mayores porcentajes de recuperacion en rifion (80 a 100%), higado (73 a 93%)
y suero (70 a 90%) cuando se realiza una extracciéon empleando una disoluciéon de 3%

NaCl-acetonitrilo, seguida de una purificacién en un cartucho Cis de SPE.

Por otro lado, Calamari y col. [43] describen recuperaciones del 49% para

penicilinas en aguas utilizando cartuchos Bakerbond Cis.

En la actualidad, con el objeto de mejorar los resultados obtenidos con los
cartuchos basados en sorbentes de silice enlazada, se tiende a utilizar adsorbentes
poliméricos, en especial aquellos funcionalizados con grupos polares que permiten
aumentar el caracter hidrofilico del polimero (eg. Isolut ENV+ [44], Oasis MAX [45],

etc.).

A modo de resumen, en la tabla 60 se recogen las caracteristicas generales de
distintos métodos de extraccion en fase sélida aplicados a la determinacién de
antibidticos B-lactamicos en diversas muestras, tanto de origen biolégico como

medioambiental.
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Tabla 60. Resumen de los principales métodos descritos en bibliografia para el analisis de
antibidticos plactdmicos en muestras agroalimentarias y medioambientales empleando SPE.

Analito

AMOX, AMPI,
PENG, OXA,
CLOX

IAMOX,
2CEFAP

OXA, CLOX,
DICLOX

PENG

AMOX, AMPI,
PENG, OXA,
CLOX,
DICLOX

AMOX, AMPI

PENG

PENG

IPENG, 'PENV.
20XA, 2CLOX,
DICLOX

>

AMPI

Matriz Adsorbente

Leche

Leche

Leche

Leche

Leche

Leche

Leche

Leche

Leche

Leche

Cartucho Cig

Sep—Pak C13

Bond-Elut C1 8

Bond-Elut C 8

Cartucho Cs

Cartucho Cyg

Isolute Cig

Bond-Elut C 8

Cartucho Cig

Bond-Elut C1 8

Eluyente

acetonitrilo-agua
(PB 50 mmol L)
1:1,v/v)

acetonitrilo-agua

(15:85, v/v)

acetonitrilo-agua

(40:60, v/v)

acetonitrilo-agua

(40:60, v/v)

acetonittilo

metanol-agua

(60:40, v/v)

acetonitrilo-agua
(PB 10 mmol L)
(20:80, v/v)

acetonitrilo-agua
(PB 200 mmol L)
(60:40, v/v)

acetonitrilo-agua
(PB) (90:10, v/v)

acetonitrilo-agua
(PB 100 mmol L)
(40:60, v/v)
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Técnica
analitica

LC-ESI-
MS/MS

HPLC-IPAD

HPLC-UV
340 nm

HPLC-UV
325 nm

HPLC-UV
323 nm

HPLC-F
Aexe = 354 nm
Aem = 445 nm

HPLC-UV
320nm

HPLC-UV
325nm

HPLC-UV
1: 325nm
2: 350 nm

HPLC-UV
325 nm

Caracteristicas

LD:
0.4—-1.1 pg kg!
Recuperaciones:

76 — 94%
RSD:
5-7%
LD:
5pg Lt
Recuperaciones:
1: 67 —78%
2: 74 — 80%

LD:

2—5pg Lt
Recuperaciones:
77— 8%
LD:
25pug L1
Recuperaciones:
87— 91%

RSD:

18%

LD:

1.3 -27ug L1
Recuperaciones:
87 —102%
RSD:

1.8 — 8.8%
LD:

1.0 - 1.1 ng mL!
Recuperaciones:
ca. 80%
RSD:
< 5%
Recuperaciones:
70 —73%
RSD:
8.5—-10.9%
LD:
3ug L1
Recuperaciones:
70 — 81%
LD:
4-10 pg L
Recuperaciones:
60 —73%
LD:

3 ng ml.!
Recuperaciones:
42— 59%
RSD:

5%

Ref.

[30]

[40]

[32]

[47]



Técnicas de tratamiento de muestra y analisis cromatografico

Tabla 60. Resumen de los principales métodos descritos en bibliografia para el analisis de
antibidticos -lactdmicos en muestras agroalimentarias y medioambientales empleando SPE

(continuacion).

. . Técnica . .
Analito Matriz Adsorbente Eluyente Lo Caracteristicas Ref.
analitica
AMOX, AMPI, LD
PENG. PENV 2.2-12.7 ng mL-
’ ’ Agua . metanol HPLC-UV Recuperaciones:
OXB?A%? X residual  OFISMAX g4 0,05 mol L 220 nm 41 - 106% [45]
> RSD:
DICIIONS 0.8 —12%
LD:
1.1 pg L1
PENV Agua  Bondesil ODS metanol HPLC-MS RCC“PSC;Z‘/?“’“CS: [49]
RSD:
13%
LD:
API\]/E:IO\;\(], IZ)EXNAG’ acetonittilo-agua- R
N S . Recuperaciones:
CLOX, NAFCI, Agua grifo Isolut ENV+ 00 Sfl(;ESA ) HPLC-MS/MS 33— 112% [44]
DICLOX (00:9.5:0.5, v/v/v) RSD:
< 10%
LQ:
Agua 100 ng L1
AMOX, AMPI  residual ~ Isolut ENV+ mggﬁfgc’l’TEA HPLC-MS/MS ~ Recuperaciones:  [5()]
hospital 089 (6 ) AMOX: 54%
AMPT: 48%

Abreviaturas: AMOX: amoxicilina, AMPI: ampicilina, PENG: penicilina G; PENV: penicilina 17, OXA:
oxacilina, CLOX: cloxacilina, NAFCI: nafcilina, CEFAP: cefapirina, TBA: tetrabutilamonio hidrdgeno sulfato, TEA:
trietilamina, I1PAD: detector amperométrico de pulso integrado, ESI: interfase de electronebulizacion.

Como puede verse en la tabla 60, las recuperaciones obtenidas para el analisis
de estos antibiéticos en muestras medioambientales son aun muy inferiores a las
conseguidas en muestras de alimentos, sobre todo en el caso de las penicilinas
anféteras (AMOX y AMPI), siendo necesaria la bisqueda de sorbentes alternativos

que permitan evitar este problema.

1.1.4. EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

Probablemente, éste es el proceso de extraccion mas utilizado en el analisis de
compuestos organicos en muestras solidas. Se basa en la puesta en contacto de una
cantidad determinada de muestra con un disolvente adecuado. Posteriormente, la
mezcla es sometida a distintos procesos mas o menos agresivos en funciéon de la

fortaleza de las interacciones analito-matriz.
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Hay que tener en cuenta que, aunque el realizar un proceso exhaustivo
asegurarfa la extracciéon completa del analito, simultineamente se extraerfa una mayor
cantidad de especies interferentes que podrian dificultar la determinacién final del

COI’IlpU.CStO.

Por tanto, el procedimiento de extraccion debe ser optimizado en cada
aplicacion real tratando de emplear unas condiciones de compromiso de forma que se
obtenga la mayor cuantitividad posible en la extracciéon de los analitos y minima de

otros compuestos no deseados de la matriz.

En la tabla 61 se muestra una breve descripcion de algunas técnicas empleadas

en la extraccion de compuestos organicos de muestras sélidas.

A la vista de las caracteristicas destacadas para cada una de las técnicas descritas,
se puede decir que no existe ninguna técnica universal que permita la extraccion de
cualquier compuesto organico en cualquier tipo de muestra de forma cuantitativa y

selectiva, rapida y con un bajo coste.

Hasta el momento, los trabajos publicados para la extracciéon de antibiéticos -
lactamicos u otras familias de antibidticos, utilizando este tipo de metodologfas, es
bastante limitado ya que, a excepcién de la extraccioén soxhlet, todas ellas son técnicas

relativamente nuevas.

No obstante, Shim y col. han descrito un método para la determinaciéon de
fluoroquinolonas en huevos [51] y musculo de pollo [52] utilizando extraccién con
fluidos supercriticos (SFE, del inglés “supercritical fluid extraction”) y postetior analisis
por HPLC-FLD. Segun los autores se obtienen recuperaciones entorno al 100% (RSD

< 7%) para concentraciones de enrofloxacina y ciprofloxacina de 50 y 100 ng mL1.

La extraccion por microondas (MWE, del inglés “wicromave extraction”), existen
algunos trabajos en donde se emplea como técnica extractiva para antibioticos de tipo

fluoroquinolonas en muestras de suelos [53].

La extraccion presurizada con disolventes (PLE, del inglés “pressurized liguid
extraction”) se ha utilizado principalmente en el andlisis de antibidticos en muestras de

pienso. De este modo, Higgis y col. [54] han desarrollado un método basado en PLE
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para la extraccién de diversos antibidticos (macrolidos, tetraciclinas, sulfonamidas,
etc.) en muestras de pienso, obteniendo buenos resultados en cuanto al tiempo de

ejecucion y consumo de disolventes.

Paralelamente, Pecorelli y col [55], Curren y col. [56] y Golet y col. [57] han

propuesto diferentes metodologfas de extraccion presurizada para la determinacion de

fluoroquinolonas en pienso, rifién y suelos, respectivamente.

Tabla 61. Técnicas de extraccidn de compuestos organicos en muestras sélidas [41].

Técnica Descripcion Ventajas Desventajas
La muestra se coloca en nna Método estindar - Elevado  tiempo  de
2 carcasa porosa y el disolvente . Lo extraccion (12 — 48 h).
E)é’(l;l;{ﬁ:fég N ecironla continuamente a través frrlldterfz cmcliente del o de ) Gran cantidad de
de ella mediante un sistema de Ba' ) disolvente (300 =500 mL)).
destilacion-condensacion. 2jo coste - Bajo coste
La muestra se coloca en un 2¢ :
cartucho de alta presion y se g?pclzljo (30— 6(,) r.rnn). - Tamafo  de  muestra
t o 8-
exctrae con un fluido supercritico S ZCI;O €8 ToxIco ! limitado (<10 g).
: (- ¢., CO, a presiones de 150 el pue de dconsec%?r y dta - Dependiente del tipo de
gng\IRé‘%CIIDOé\IS atm y temperaturas de 40 a lse ceavida ) froditicando matriz.
SUPERCRiTICOS ! °C). Después de la & M, 21 temperatura . {js5  de  modificadores
(SFE) despresurizacion, los analitos Y med:;r;te da aliclon die para mejora la eficiencia
son recogidos en un pequeno gn.mo ! .1(cia dor. T de la extraccion.
volumen —de  un  disolvente da}gjca?u ad (5 - um ) - Coste elevado.
orgdnico o sebre un  sopore ¢ so,v§ntes Organicos.
adecnado Automatico.
Rapido (15 min).
Bajo consumo de
disolventes organicos (15 . .
., 40 ml - Es necesario la adicion de
EXTI(I:%(II\?ION La muestra se coloca junto con [_\ . mt)1 - un disolvente polar.
] i o .
MICROONDAS el disolvente en un reactor y la Uleng lcod (CE racc gn - La limpieza posterior del
. mezela se calienta con energia secuencial de hasta 24 I —
( ) de microondas. muestras). - Coste moderado
Baja cantidad (5 — 10 mL) '
de disolventes organicos.
Facil manejo.
Rapido (20 — 30 min).
Bajo cantidad (30 mL) de
disolventes organicos.
La muestra se coloca en un lControl ,absoluto dSOblie
EXTRACCION cartucho y se pone en contacto ost psjlfameg:os et A
: g extraccién  (temperatura, L
PRESURIZADA (7 “n disolvente caliente a 2 -’ - Elevado coste inicial.
” ] presién y potencia). . -
CON presion elevada (por debajo de - . i - Dependiente del tipo de
DISOLVENTES su  punto  de  ebullicion). ¢ consiguen  alfas it
(PLE) Posteriormente el extracto es temperaturas.

transferido a un vial de forma
antomatica.

No se necesitan agentes
desecantes.

Se pueden procesar en 1
hora hasta 12 muestras
simultineamente.
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1.1.5. EXTRACCION SOLIDO-SOLIDO

La técnica de dispersion de la muestra en fase sélida (MSPD, “watrix solid-phase
dispersion”) fue introducida en 1989 y ha sido aplicada a la determinaciéon de varios
compuestos (pesticidas organoclorados y organofosforados, sulfamidas, penicilinas,

cefalosporinas, etc.) en muestra de pulmoén, rifion, tejido muscular y leche.

En MSPD, una pequefia cantidad de muestra (ca. 5 g) se mezcla con una
cantidad similar de un sorbente adecuado hasta conseguir una mezcla homogénea.
Esta mezcla se coloca en un cartucho de extraccion y los analitos son eluidos con una

pequefia cantidad de un disolvente apropiado.

En este sentido, McGrane y col. han empleado MSPD para la determinacién de
residuos de penicilinas (AMOX, AMPI, PENG, CLOX y DICLOX) en muestras de
tejido porcino [35]. El método desarrollado tiene un limite de deteccion de 20 ng gl y

las recuperaciones obtenidas oscilan entre el 40 y 90%.

Recientemente, Fagerquist y col. han propuesto un método basado en MSPD y
HPLC-MS/MS para la determinaciéon de 10 antibiéticos B-lactimicos y algunos
metabolitos en muestras de higado porcino. Las recuperaciones medias obtenidas

tueros superiores al 70% (RSD < 18%) [58].

1.2. ANALISIS DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS MEDIANTE HPLC-UV

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica mas utilizada
para la determinaciéon de antibidticos B-lactamicos. En los ultimos tiempos los
métodos utilizados para el analisis de antibioticos se basan cada vez mas en el empleo
de espectrometria de masas (MS) [35] como sistema de detecciéon acoplado al HPLC.
No obstante, todavia son muchos los laboratorios analiticos en los que el detector mas
usual es el de absorcién UV /visible, utilizando detectores de longitud de onda fija 6

deteccion mediante hilera de diodos integrados (DAD).



Técnicas de tratamiento de muestra y analisis cromatografico

En consecuencia, se hace necesario el aprovechamiento adecuado de las
técnicas de analisis disponibles mediante la actualizacién y mejora de los métodos de
analisis existentes que permitan responder rapidamente y con el maximo rigor a las

exigencias del sector.

La absorcion UV proporciona, con frecuencia, una sensibilidad adecuada, pero
los antibiéticos B-lactamicos no tienen ningun cromoéforo fuerte en la region del UV,
absorben en agua alrededor de los 210 nm y estan sujetos a interferencias de la materia

coextraida.

Para solucionar este problema, se han adoptado las siguientes alternativas:

— Realizar una limpieza exhaustiva de la muestra mediante técnicas extractivas

eficaces (apartado 1.1) [59]-61].

— Efectuar reacciones de derivatizaciéon pre 6 postcolumna para obtener derivados

que absorban mas y a longitudes de onda mayores.

A modo de resumen, en la tabla 62 se recogen las caracteristicas mas
importantes de los principales métodos aplicados al analisis de antibidticos j-
lactamicos descritos en la bibliografia y basados en HPLC con detecciéon UV-visible y

derivatizaciéon precolumna.

Tabla 62. Determinacién de antibidticos p-lactamicos mediante HPLC-UV con derivatizacion
precolumna.

] Columna ., _
Analito Muestra . . Deteccion Caracteristicas Ref.
Fase movil
C LD:
IPENG, 'PENV, cetonitlo o uv 410 pg L1
20XA, 2CLOX, Leche e formico 10 r—ngu e 1325 nm Observaciones: [31]
2DICLOX (dc. £6 Cod. O e Derivatizaciin
gradiente (1,2,4 -triazol + HeCly)
LD:
_ Cie 3pg L1
AMPI Leche acetonitrilo-metanol-agua uv Observaciones: [ 6 2]
(PB) 325 nm rvacion
. i Derivatizacion
1socratico (1,2,4 -triazol + HgCl,)
LD:
Uv 3.2 pgkg'!
OXA - = Observaciones: [63]
300 nm Derivativacis
ertvatizacion
fotoquimica
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Tabla 62. Determinacion de antibidticos lactamicos mediante HPLC-UV con derivatizacion

precolumna (continuacion).

; Columna ., _
Analito Muestra . . Detecciéon Caracteristicas Ref.
Fase movil
LD:
ODS 2 _
AMOX, AMPI, Musculo (columna de guarda Cis) uv Obsetvaciones: 64
PENG, CLOX bovino acetonitrilo-agua (PB) 325 nm extraccion, SPE, [ ]
gradiente Derivatizacion
(1,2,4 -triazol + HgCly)
LD:
PENG, AMPI, Cis uv 20 pg kgt
AMOX, CLOX, Tejidos acetonitrilo-agua (PB) 325 om Observaciones: [35]
DICLOX gradiente MSPE, derivatizacion
(1,2,4 -triazol + HeCly )
LD:
Cs 2=5Spglt
OXA, CLOX, . acetonitrilo-metanol-agua uv Observaciones:
DICLOX lzdaz oo (PB) 340nm desproteinizar, SPE, [32]
derivatizacion (1,2,4 —
triazol + HgCly)
AMOX, PENG, s
AMPI, OXA Gte uv 13-27pg Lt
CL’OX > Leche bovina acetonitrilo-agua (PB) 323nm Observaciones: [4]
DICL O’X gradiente SPE, derivatizacion (1,24 -
triazol + HgCly)
LD:
il Cis | uv 3 ng mL!
AMPI Leche acctonitriio-metanol-agua Observaciones: [48]
(PB) 325 nm o
. e Derivatizacion (1,2,4 -
isocratico ool % )
LD:
Cig 2.9 ug kgt
Musculo de  acetonitrilo-metanol-agua uv Observaciones:
AMOX trucha (PB) 323 nm desproteinizar, SPE, [65]
gradiente derivatizacion (1,2,4 -
triazol+ HgCly)
PENG, PENV, L£ID8 B
AMPIL, AMOX, c oy os lugkg '
NAFCI, OXA, Misculo o servaciones: [16]
CLOX acetonitrilo-agua (PB) 325 nm extraccion, SPE,
: derivatizacion (1,24 -
DICLOX triazol + HgCly)
LD:
2-5 pg kgt
AMOX, AMPI, Musculo Cs Uuv Observaciones: 66
PENG, CLOX bovino acetonitrilo-agua (PB) 325 nm extraccion, SPE, [ ]

derivatizacion (1,2,4 —
triazol + HgCly)

Abreviaturas: AMOX: amoxicilina, AMPI: ampicilina, PENG: penicilina G; PENV: penicilina 17, OXA:
oxacilina, CLOX: cloxacilina, NAFCI: nafilina, DICLOX: dicloxacilina, MSPD: dispersidn de muestra en fase sdlida
(del inglés “matrixc solid-phase dispersion”), PB: tampon fosfato, SPE: extraccion en fase solida (del inglés, “solid-phase

extraction”).
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Finalmente, en la tabla 63 se recogen las caracteristicas mas importantes de los
principales métodos aplicados al andlisis de antibiéticos B-lactimicos descritos en la
bibliografia y basados en HPLC con deteccion UV-visible sin derivatizacién

precolumna.

Tabla 63. Determinacion de antibidticos pS-lactamicos mediante HPLC-UV sin derivatizacion
precolumna.

. Columna o oy
Analito Muestra . Deteccion Caracteristicas  Ref.
Fase movil
PENG, PENV,
OXA, CLOX, Higado y rifién . .(t)l.l) 5-80 B [5AY LD: 67
NAFCI, bovino acetonitrilo-agua (PB) 220 nm 0.03 0.05 pg mL! [67]
DICLOX gradiente
LD:
Cis uv -
AMOX Suero acetonitrilo-agua (OSA) Obsetvaciones: [68]
. A 210 nm . .
isocratico LLE, intervalo lineal
0.2-20 pg mI!
PENG, AMPI, ODS-300-5
CLOX, acetonitrilo-metanol-agua uv LD:
DICLOX, Leche (KHSOy) 210 nm 0.03 y 0.05 ug . [32]
NAFCI isocratico
Cis
LD:
(columna de guarda Cis) Uv 10-25 Lot
CEFAP, CEFTF  Leche bovina acetonitrilo -agua : = 13 [14]
a 290 nm Observaciones:
(Tampon, SDS) d o
. esproteinizar, SPE
gradiente
AMOX, PENG, Cis LD:
AMPI, OXA, . acetonitrilo-agua uv . .
CLOX, Leche bovina (Tampén, SDS) 210-290 nm. (zbtsei;‘i’jcr“’ﬁ‘rzs‘i . [69]
DICLOX oradiente esprote . preza
a) fenil
AMOX, CEFAP, RA Y Z%Xnio' LD:
gfoNg ’ gé\g}ll: Leche bovina a) acctonitrilo-agna ~ b)UV 230nmy  Observaciones: [70]
’ (tampén, TEA) TSP-MS filtrar
b) acetonitrilo-agua
LD:
C13 UV 2 = 5 |J.g kg1
AMPIL, AMOX  Leche bovina acetonitrilo-agua 210 nm Observaciones: [60]
(Tampon, SDS) desproteinizar, limpieza
LC
PLRP-S
i uv LD:
PENG Leche acetonitrilo-agua (PB) 0 © 2 gL [71]
gradiente
e uv LD:
PENG Leche acetonitrilo-agua (PB) o1 26 : L [66]
isocratico am L hgm

Abreviaturas: AMOX: amoxicilina, AMPI: ampicilina, PENG: penicilina G; PENV: penicilina 17, OXA:
oxacilina, CLOX: cloxacilina, NAFCL: nafcilina, CEFAP: cefapirina, CEFTYE: ceftiofur, PB: tampin fosfato, SPE:
extraccion en fase sélida (solid-phase extraction), OSA: dcido octanosulfnico.
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OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTOS

El objetivo y el plan de trabajo de este Capitulo se han centrado en el desarrollo
de un método cromatografico basado en la técnica de HPLC con detecciéon UV para la
determinacién de los antibidticos B-lactimicos amoxicilina, ampicilina, penicilina G,
penicilina V, oxacilina, dicloxacilina y nafcilina en muestras medioambientales y
agroalimentarias que asegure una adecuada sensibilidad y el cumplimiento de los

limites que ya estén establecidos.

Por otra parte, la metodologia desarrollada se ha empleado para la validacion de

los dispositivos desarrollados en los capitulos IV y V de esta Memoria.
Los objetivos planteados en esta seccion, son:

1. Optimizacién de las variables cromatograficas para la obtenciéon de un
método sensible y reproducible que permita realizar el analisis de rutina

de penicilinas en un tiempo razonable.

2. Desarrollo de un método de extraccion en fase solida (SPE) que permita
una limpieza y preconcentracion efectiva de los analitos para asi alcanzar
los limites de detecciéon requeridos por las agencias gubernamentales
para estos compuestos tanto en muestras medioambientales como de

origen biologico o alimentario.
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3. Evaluacion de distintos métodos fisicos y quimicos de desproteinizacion
de leche para el analisis de antibiéticos B-lactamicos en ese tipo de

muestras.

4. Desarrollo de un método de extracciéon presurizada con disolventes

(PLE) para el analisis de penicilinas en muestras complejas (pienso).

5. Aplicaciéon del método desarrollado SPE-HPLC-DAD al analisis de

antibidticos B-lactamicos en aguas residuales, leche y pienso.



PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REACTIVOS Y DISOLUCIONES
3.1.1. ANTIBIOTICOS E INHIBIDORES DE LAS B-LACTAMASAS

a. Antibidticos f-lactimicos

w _Amoxicilina base anhidra, en forma acida, 87% (AMOX, Sigma).

w Ampicilina tribidratada, en forma de sal sédica, = 86.6% (AMPI, Sigma).

m  Penicilina G, en forma de sal potasica, 95.7% (PENG, Sigma).

m  Penzcilina 17, en forma de sal potasica, 93.7% (PENV, Sigma).

»  Oxacilina monohidratada, en forma de sal sédica, 92.8% (OXA, Sigma).

m  Cloxacilina monohidratada, en forma de sal sédica, 91.8% (CLOX, Sigma).

» Dicloxacilina monohidratada, en forma de sal sédica, 92.2% (DICLOX, Sigma).
»  Nafiilina monohidratada, en forma de sal sédica, 87.9% (INAFCI, Sigma).

m  Cefapirina, en forma de sal sédica (CEFAP, Sigma).

b. Otros antibioticos

»  Norfloxacina, en forma acida, INOR, Sigma).

w  Ouxitetraciclina, en forma de hidrocloruro, 2 95% (OXY, Sigma).
» Doxiciclina, en forma de hidrocloruro, 93.7% (DOXY, Sigma).
n  Cloramfenicol, > 98% (CLOR, Sigma).
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»  Eritromicina, en forma de sal sédica, 99.9% (ERY, Sigma).
»  Tetraciclina, en forma de hidrocloruro, 95% (TCY, Sigma).

»  Dapsona (4,4-diaminodifenil sulfona), = 97.0% (DDS, Fluka).

c. Inhibidores de las B-lactamasas

w Adido clavulinico, en forma de sal de litio, 94.9% (CLAV). Cedido por la Prof. M.
Kempe (Lund, Suecia).

3.1.2. REACTIVOS Y DISOLVENTES GENERALES

a. Disolventes orgdnicos

m  Metanol, 99.8% para HPLC (SDS).
»  Acetonitrilo, > 99.8% para HPLC (SDS).
» n-hexano anhidro, 95% p.a. (Aldrich).

b. Reactivos para la preparacion de disoluciones reguladoras

»  Mono-hidrégenofostato sédico, 99% p.a. (Aldrich).

» Di-hidrégenofosfato soédico, 99% p.a. (Aldrich).

» Tiosulfato sédico pentahidratado, 99.5% p.a. (Aldrich).
= Acido hidrogenosulfato de tetra-n-butilamonio, 98% p.a. (TBA, Merck).
m Cloruro aménico, 99.8% p.a. (Merck).

s Hidréxido amonico, 99.99% p.a. (Panreac).

» Acido acético, 99.8% para HPLC (Scharlau).

m  Acetato sédico trihidratado, 100% p.a. (Probus).

» Acido férmico, 96% p.a. (Aldrich).

» Acido trifluoroacético, 99% p.a. (Fluka).

» Acido sulfirico, 96% p.a. (Merck).

s Wolframato sédico dihidratado (Sigma).

» Sulfato de niquel (II) heptahidratado, > 99.0% (Fluka).
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c. Reactivos para Ia reaccion de derivatizacion

= Anhidrido benzoico, 90% p.a. (Sigma).
m Cloruro mercurico, 99.5% p.a. (Sigma).

s 1,2,4-triazol, > 98% p.a. (Aldrich).

d. Otros reactivos

» Hidréxido sédico, 99% p.a. (Merck).
= Acido clorhidrico, 35% p.a. (Panreac).
m Cloruro sédico, 99% p.a. (Merck).

m  Agua purificada Milli-Q (Millipore).

e. Gases

= Nitrogeno C-55, 99.9995% (Carburos metalicos).

3.1.3. DISOLUCIONES

Todas las disoluciones acuosas se han preparado utilizando agua purificada
mediante un sistema Milli-Q (Millipore).
a. Preparacion de las disoluciones patron de antibidticos

w  Disolucion patron de antibidticos 0.8 g L-7: Se disuelve la cantidad adecuada de la
penicilina en 10 ml de agua pura conservandose a 4 °C durante menos de 15 dias en
frasco de color topacio. Las disoluciones de trabajo, de menor concentracién, se

preparan diariamente por dilucién de la disolucion patréon en el disolvente adecuado.

b. Disoluciones empleadas como fase movil

Método con derivatizacion precolumna:

w  Fase movil acetonitrilo — agna (PB 0.1 mol L7, pH 5.2, TBA 20 mmol 17, tiosulfato 15

mmol 1.7) (63:37, v/v): Esta disolucion se prepara de forma automatica con la bomba
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cuaternaria del HPLC que mezcla una disolucién reguladora NaH2PO4/NaHPO4
(PB) 0.1 mol L' pH 5.2, que contiene TBA 0.020 mol L1 y NazS20O3 5H20 0.015 mol
L1, con acetonitrilo en las proporciones indicadas.

n  Fase movil acetonitrilo — agua (acetato 0.01 mol L7, pH 5.2, TBA 20 mmol L., tiosulfato 15
mmol 1.7) (63:37, v/v): Esta disolucion se prepara de forma automatica con la bomba
cuaternaria del HPLC que mezcla la disolucion reguladora CH3CO2H/CH3CO2Na 0.1
mol L1 pH 5.2, que contiene TBA 0.020 mol L1 y Na2S203 5H20 0.015 mol L1, con

acetonitrilo en las proporciones indicadas.

Meétodo sin derivatizacion precolumna:

»  Fase movil agna — TEA (0.01%): se toman 100 plL de TFA y se llevan a 1 L con agua
pura. Una vez preparada la disolucion, se filtra y se conserva en una botella de color
topacio.

w  Fase movil acetonitrilo — TEA (0.01%): se toman 50 pl. de TFA y se llevan a 0.5 L. con

acetonitrilo. Una vez preparada, se filtra y se conserva en una botella de color topacio.

c. Disoluciones empleadas en SPE

Cartuchos Oasis MAX:

n  Disolucion regnladora NaH2POs/NaxHPO4 (PB) 0.05 mol L1, pH 7.5.
n  Disolncion NaH2PO4/NaHPO4 (PB) 0.05 mol L1, pH 7.5, al 5% en MeOH.
w  Disolucion de TBA 0.05 mol L1 en MeOH.

Cartuchos Bond Elut Cys:

»  Disolucion reguladora NaH2PO4/NaHPO4 (PB) 0.1 mol L1, pH 8.0.
»  Disolucion NaCl 2% (p/v).
n  Metanol — agna NaH2PO4/NaHPO4 (PB) 0.1 mol L1, pH 8.0) (60:40, v/v).

d. Disoluciones empleadas en Ila reaccion de derivatizacion

m  Disolucion de anhidrido benzoico, 0.2 mol L-1.

n  Disolucion derivatizante 1,2,4-triazol 2 mol L1, HgCl> 0.001 mol L-1.
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e. Disoluciones empleadas en el tratamiento de muestra

n  Disolncion HoSO4 4.45 mol 11

n  Disolncion NazWO4 1 mol L1

w  Disolucion saturada de NiSO4 en H2SO4 4.45 mol 11,

w  Disolucion reguladora NaH2PO4/NaHPO4 (PB) 0.1 mol L1, pH 8.0.

£ Otras disoluciones

m  Disolucion NaOH 10 mol 1-1.
m  Disolucion HCl 1 mol 1.-1.

m  Disolucion MeOH al 2% en acido formico.

3.2. INSTRUMENTACION ANALITICA

3.2.1. CROMATOGRAFIA

Las medidas se han realizado en un cromatégrafo de liquidos Agilent 1100

LC (Agilent Technologies) que se compone de:

m Sistema de bombeo cuaternario HP 1100, con bomba de doble piston en serie que
proporciona un caudal entre 0.2 — 10 mL min-1.

m Detector de matriz de diodos (DAD) HP 1100, con lampara de deuterio y
wolframio (190 — 950 nm), rendija programable (1 — 16 nm) y célula de flujo de 10 mm
de paso 6ptico y un volumen de 13 pl. que permite una presion maxima 120 bar.

m Sistema de inyecciéon automatico termostatizado HP 1100, con un intervalo de
volumen de inyecciéon 0.1 — 100 uL y equipado con un muestreador con capacidad
para 100 viales de 2 mL y control de temperatura desde 4 a 55 °C.

m  Desgasificador HP 1100, con un caudal maximo 10 mLL min-! por canal y volumen
interno 12 mL por canal.

m Termostatizador de columna HP 1100, con intervalo de temperatura desde 10 °C

por debajo de la temperatura ambiente hasta 80 °C (£ 0.8 °C).
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n  Columnas cromatogrdficas:
- Phenomenex LUNA® Cis (2), 5 um, 4.6 x 150 mm.
- Agilent ZORBAX® Eclipse™ XDB-C8, 5um, 4.6 x 150 mm.
- AQUA™ Cyg, 5 um, 4.6 x 250 mm.
n  Precolumnas:
- Compuesta por un soporte de cartucho y cartucho Eclipse™ XDB-C8, 5 um,
4.6 x 12.5 mm y un capilar de conexién a columna (Agilent).
- Compuesta por un soporte de cartucho y cartucho RP18, 5 pm, 4.0 x 3 mm
(Phenomenex).
s Otrdenador provisto del programa HP ChemStation Rev A.07.01 [682] Copyright®

Hewlett Packard Company que incluye la interfaz de usuario "Method & Run

Control’y el procesador de datos "Data Analysis’”.

3.2.2. ESPECTROFOTOMETROS

n Espectrofotometro Varian modelo Cary-3 Bio para la realizacion de espectros
de absorbancia (UV-vis) conectado a un ordenador para la adquisicion, tratamiento de
datos y control del instrumento mediante el programa Cary Win Ul (Varian, Palo
Alto, EE.UU.).

3.2.3. EXTRACCION PRESURIZADA CON DISOLVENTES (PLE)

El extractor de presurizaciéon con disolventes ASE 200 (Dionex), esta

equipado con:

s Horno para células de extracciéon con asiento automatico y control de temperatura
hasta 200 °C.

»  Controlador de mezcla y sistema de bombeo de disolventes con sensor de presion
(presion maxima: 20 mPa, 3000 psi).

m Carrusel con capacidad para 24 células de acero (volumenes 1, 5, 11, 22 y 30 mL) y

26 viales recolectores (volumenes de 40 y 60 mL).
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» El instrumento esta conectado a un ordenador para la adquisicién y tratamiento de

datos empleando el software original AutoASE™ version 2.2 (Sunnyvale, EE.UU).

(2) (b)

Figura 110. (a) Sistema de extraccion acelerada con disolventes ASE 200 (Dionex), (b) Cromatografo Agilent
1100 LC.

3.2.4. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)

m  Camara de vacio (Varian) con 20 entradas.

» Bomba de membrana para vacio (P-selecta).

m Cartuchos de extraccion en fase sélida (SPE):
- Cartuchos Oasis® MAX (Waters): que contiene un soporte polimérico de
intercambio aniénico n-vinilpirrolidona y divinilbenceno), 500 mg, 6 mL.

- Cartuchos Bond Elut Ci1s (VVarian): que contiene un soporte de fase reversa (silica

hidrofébica), 500 mg, 6mL.

3.2.5. OTROS INSTRUMENTQOS Y MATERIALES

m Bafio termostatico Polyscience® 9015, con control digital de temperatura (+ 0.5
°C).
m Bomba peristaltica de 4 canales (Gilson Miniplus 2).

s pH-metro Orion 710A/ISE dotado de un electrodo combinado de vidtio.
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m Balanzas analiticas (Sartorious), con 0.1 mg de sensibilidad y Metter AT261
DeltaRange®, con 0.01 mg de sensibilidad.

» Bafno de ultrasonidos (P-Selecta).

m Filtrador de disolventes (Afora), utilizado para el filtrado de las disoluciones
empleadas en la bomba de jeringa.

» Agitador magnético/termostatizador (Ikamag Ret).

»  Agitador vortex, (Bio-vortex).

»  Material analitico de calidad contrastada.

»  Micropipetas (Biohit) regulables de émbolo capilar de 50, 100, 200, 500 y 1000 uL.
m  Micropipetas electronicas (Biohit) regulables de 1 y 8 canales de volumen variable.
» Sistema de purificacion de agua milli-QQ de Millipore.

» Filtros de PTFE, modelo Millex-FG (Millipore, 13 mm, tamafio de poro 0.20 um).
n Centrifuga modelo 5804 R (Eppendorf AG).

s Tubos de centrifuga modelo Amicon®  Ultra-15 PLCC (membrana de
polietilsulfona 5000 Da, NMWL) (Millipore).

m Programa de tratamiento y procesado de datos Sigma Plor 8.0, SPSS (2002) y
Microsoft Excel 2003.

3.3. PROCEDIMIENTQOS DE MEDIDA

3.3.1. DETERMINACION CROMATOGRAFICA DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

3.3.1.1. METODO CON DERIVATIZACION PRECOLUMNA

a. Derivatizacion de los antibioticos B-lactimicos

El proceso de derivatizacion de penicilinas que se ha llevado a cabo en este
trabajo consta de los siguientes pasos:

A 1 mL de la disolucién que contiene las penicilinas se le afade 17 pL de
NaOH, 2 mol L1, para alcanzar un pH basico entre 7.8 y 8.6. A continuacién, se

afladen 50 pL de anhidrido benzoico, 0.2 mol L1, y se agita la mezcla durante 5 min a
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50 °C, para que se complete la reaccion de acilaciéon de los grupos amino de las

penicilinas dibasicas (AMOX, AMPI).

Seguidamente, se afiade 1 mL del reactivo derivatizante 1,2,4-triazol y cloruro

de mercurio (II) y la mezcla se agita, protegida de la luz, durante 30 min a 65 °C.

Finalmente, la mezcla de reaccion se enfria rapidamente y se conserva a 4 °C

hasta su utilizacion.

b. Andlisis cromatogrifico

En este paso se realiza la separacion cromatografica y cuantificacion de las

penicilinas previamente derivatizadas.

Con la ayuda de una jeringa de plastico acoplada a un filtro de disco 0.45 pm de
poro, se introduce la disolucién de penicilinas derivatizadas en un vial de 2 mL. A
continuaciéon, el vial se coloca en el compartimento para muestras del inyector

automatico a una temperatura de 10 °C.

., . L . ®
La separacion se realiza en modo isocratico mediante una columna ZORBAX

Eclipse™ XDB-C8 5 um, 4.6 x 150 mm utilizando como fase movil la mezcla binaria
acético/acetato-acetonitrilo (63:37, v/v). La temperatura de la columna se mantiene
constante a 20 °C, se inyecta un volumen de muestra de 100 uL y el caudal se fija a 1

mlL min-1,

La deteccion se efectiia a 325 nm para AMPI, AMOX, PENG y PENV, y a 345
nm para DICLOX, NAFCI y OXA.

La identificacién se realiza por comparacion de los tiempos de retenciéon con
los obtenidos para los patrones correspondientes, inyectados individualmente, en las

mismas condiciones cromatograficas.

413



Método cromatografico para la determinacion de antibioticos p-lactamicos

3.3.1.2. METODO SIN DERIVATIZACION PRECOLUMNA

En este paso se realiza la separacién cromatografica y cuantificacion de las
penicilinas sin derivatizar. L.as muestras a analizar se introducen en viales de 2 mlL,
termostatizados a una temperatura de 10 °C. El volumen de inyeccion es de 200 L, y

el caudal de la fase mévil se fija a 1.5 mL min-1.

Para la determinacién cromatografica, se emplea una columna LUNA® Cis (2)
(150 x 4.6 mm, 5 um) protegida por una precolumna RP18 (4.0 x 3.0 mm, 5 pum)
ambas de Phenomenex (Torrance, CA, EE.UU).

La separacion se lleva a cabo en modo gradiente, utilizando como fase movil
agna-THEA (0.01%) (Fase A) y acetonitrilo-TEA (0.01%) (Fase B). En la tabla 64, se
muestra el programa de gradiente utilizado para la separaciéon de las penicilinas

estudiadas.

Tabla 64. Gradiente empleado en la determinacion cromatografica.

Tiempo, min Fase A . F ase B
agna-TEA (0.01%) acetonitrilo-THA (0.01%)
0 100 0
3 100 0
8 63 37
19 63 37
24 33 67
29 33 67

La columna se mantiene termostatizada a una temperatura de 35 °C y la
deteccion espectrofotométrica se efectia a 220 nm. La rendija del fotomultiplicador se

fija en 8 nm y el intervalo de cada cromatograma en 24 min.

La identificacion se realiza por comparaciéon de los tiempos de retenciéon con
los obtenidos para los patrones correspondientes, inyectados en las mismas
condiciones cromatograficas y la cuantificacion se realiza mediante calibracion externa

midiendo el area de pico.
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3.3.2. PRECONCENTRACION SELECTIVA DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS
3.3.2.1. CARTUCHO OAsIS MAX

Para la etapa de preconcentracion y limpieza el cartucho de extraccion en fase
solida se coloca en una entrada de la camara de vacio y se sigue el protocolo descrito a

continuacion:

a. Activacion y acondicionamiento del cartucho

Para llevar a cabo este proceso, se hacen pasar, por este orden y sucesivamente,
6 mL de metanol, 6 mL de agua milli-Q y 6 mL de disolucién reguladora de fosfato
(PB) 0.05 mol L1, pH 7.5.
b. Carga de muestra

Una vez acondicionado el cartucho se pasa a través de ellos la muestra que
contiene los antibiéticos a un pH de 7.5, a un caudal constante de, aproximadamente,
5 mL min-.
c. Lavado

Para eliminar las interferencias retenidas en el cartucho, se hacen pasar a través
del mismo 6 mL de una disolucién reguladora PB 0.05 mol I al 5% en metanol y pH
7.5.
d. Elucion

Los analitos se eluyen empleando 2 x 1 mlL de disolucién metandlica que

contiene 0.05 mol I.-1 de TBA.

El extracto se filtra utilizando una membrana de nylon de 0.22 pum, se diluye

(1:1) con agua milli-Q y se inyecta en el HPLC.

3.3.2.2. CARTUCHO BOND ELUT Cyg

El procedimiento optimizado para la preconcentraciéon de los antibiéticos j3-

lactamicos consta de las siguientes etapas:
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a. Activacion y acondicionamiento del cartucho

Sobre el cartucho dispuesto en la camara de vacio se hacen pasar, por este
orden, 10 mL de metanol, 10 mL de agua milli-Q, 5 mL. de NaCl 2% y 5 mL de una
disolucién de fosfato (PB) 0.1 mol L1, pH 8.0.

b. Carga de muestra
En primer lugar se ajusta el pH de la muestra que contiene los analitos a 8.0 y se
pasa por el cartucho a un caudal de 3 mLL min-!. A continuacién se pasa aire durante 5

min.
c. Elucion

Una vez que el cartucho de SPE esta seco, se eluyen los antibiéticos con 2 x 1

ml de una disolucién metanol-agua (PB 0.1 mol L1, pH 8.0) (60:40, v/v).

El extracto se filtra utilizando una membrana de nylon de 0.22 um, se diluye

(1:1) con agua milli-Q y se inyecta en el cromatografo.

3.4. ANALISIS DE MUESTRAS REALES

3.4.1. DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN AGUAS
RESIDUALES

Las muestras de agua residual se recogieron en botellas topacio de 2.5 L a la
entrada del primer asentamiento y en el efluente final de una estacién depuradora de
aguas residuales (EDAR) situada en Madrid. Las muestras de agua correspondientes a
un vertido industrial se tomaron de forma analoga en una zona industrial de Madrid.
Las muestras se almacenaron a -20 °C, tras medir los valores correspondientes de

conductividad y pH.

Para el analisis cromatografico, las muestras se filtraron empleando una
membrana de PTFE, con un tamafio de poro de 0.45 um, para eliminar la materia
suspendida que pudiera obturar el sistema y se ajusté el pH de las mismas a un valor

de 7.5 u 8.0, dependiendo del cartucho empleado en el proceso de preconcentracion.
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Se prepararon tres calibrados independientes empleando 250 mL. de cada matriz
de agua residual que no contenfan antibiéticos. Seguidamente, se lleva a cabo el
proceso de preconcentracién y limpieza de cada muestra y con el extracto obtenido se

construye un calibrado de cinco puntos en el intervalo de 75 — 5000 pg L.

Para los estudios de recuperacion, las muestras de agua libres de antibidticos se
enriquecieron con cantidades conocidas de las penicilinas estudiadas a dos niveles de

concentracion, 25y 75 pug L.

A continuacioén, se realiza la preconcentracién selectiva de los antibidticos
empleando el procedimiento de SPE descrito en el apartado 3.3.2. de esta seccion.

Todos los analisis se llevaron a cabo por triplicado.

3.4.2. DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN LECHE

Se han ensayado diferentes procedimientos para la extraccion de antibidticos -
lactamicos de muestras de leche. Todos ellos se caracterizan por una etapa previa de
eliminacion de la materia grasa, seguida de un tratamiento para la precipitacion de las

proteinas. La metodologia aplicada se describe a continuacion.
3.4.2.1. ELIMINACION DE LA MATERIA GRASA

Se toman muestras de leche y se transfieren a varios tubos de propileno de 50
mL. A continuacién se agitan en el vortex durante 1 min. Finalmente, se centrifugan a
13800 g (4 °C) durante 30 min. Una vez centrifugada la leche, se elimina la capa de
nata formada y se recoge el sobrenadante, que sera sometido a diferentes procesos de

extraccion.

Para los estudios de recuperacion, las muestras de leche libre de antibidticos se
enriquecieron con cantidades conocidas de los analitos estudiados a dos niveles de

concentracion, 30 y 50 pg L1
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3.4.2.2. PRECIPITACION DE PROTEINAS EN MUESTRAS DE LECHE PARA LA

DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

o Desproteinizacion de la leche y extraccion de los antibidticos B-lactamicos empleando dcido

clorbidrico.

Se toman 250 g de leche y se elimina la grasa, siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente. A continuacién se adicionan, cuidadosamente, sobre él unas
gotas de HCI 1 mol L1 hasta alcanzar un pH de 4.6. De esta forma se consigue la
precipitaciéon de proteinas de la leche, caseina fundamentalmente (80%), cuyo punto

isoeléctrico se corresponde con dicho valor de pH.

A continuacién, la disolucién se centrifuga a 13800 g (4 °C, 30 min),
recogiéndose de nuevo el sobrenadante que se basifica con NH4OH (c) hasta alcanzar
un pH de 7.5. Se procede de nuevo a la centrifugacion, en las condiciones anteriores,
obteniéndose finalmente el suero de la leche que se purifica y preconcentra mediante

extraccion en fase sélida, utilizando cartuchos Oasis MAX (apartado 3.3.4.3.).

o Desproteinizacion de la leche y extraccion de los antibioticos B-lactamicos empleando wolframato

sodico en medio dcido.

La utilizacién de sales inorganicas (eg. wolframato sodico en medio acido) para
llevar a cabo la desproteinizacién de la leche es un procedimiento muy extendido para

el analisis de antibidticos B-lactamicos en muestras de origen animal [68].

El proceso de desproteinizacion se llevo a cabo sobre el extracto de leche
desnatada (ca. 250 mlL), obtenido segun el procedimiento descrito en el apartado
3.4.2.1. y utilizando como disolucién extractante wolframato sédico y acido sulfurico.
Para ello, se adicionan 4 mL de HoSO4 4.45 mol L1 seguido de 19 mL de wolframato
sodico dihidratado (Na2WO4 2H20) 1 mol L. La mezcla se agita vigorosamente
durante 1 min y se deja reposar durante 5 min. Seguidamente, se mide el pH de la

disolucioén ajustandose a 4.4 — 4.6, si fuera necesario.
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Una vez alcanzado este pH, se agita la leche en el vortex durante 1 min y se
centrifuga a 13800 g (4 °C, 30 min), consiguiéndose la separacion de la fase proteica

del suero lacteo.

Finalmente, el pH del suero se ajusta a 7.5, se centrifuga y se preconcentra

mediante SPE utilizando los cartucho Oasis MAX (apartado 3.3.2.1.).

o Desproteinizacion de la leche y extraccion de los antibioticos B-lactamicos empleando wolframato

sodico y sulfato de niquel en medio deido.

Como ya indicamos en el apartado 1.1.1. de este capitulo, la interacciéon de las
proteinas con ciertos metales puede provocar cambios conformacionales severos en

las mismas [27].

En este caso, al extracto de leche desnatada (ca. 250 mL) se le adicionan 4 mL
de una disoluciéon de HaSO4 4.45 mol L1 saturada con NiSOy4, seguido de 19 mL de
Na;WO4 2H20 1 mol L. La mezcla se centrifuga a 13800 g (4 °C, 30 min), se recoge
el sobrenadante y se eleva el pH hasta 7.5 volviéndose a centrifugar. Al igual que los
procedimientos anteriores, el suero obtenido se purifica y preconcentra empleando los

cartuchos Oasis MAX, siguiendo con el procedimiento descrito en el apartado 3.3.2.1.

o Desproteinizacion de la leche y extraccion de los antibidticos B-lactimicos empleando acetonitrilo.

Se realiza una dilucién 1:1 del extracto de leche desnatada (ca. 100 mL) con
acetonitrilo puro. La mezcla se agita en el vortex durante 1 min y se deja reposar a
temperatura ambiente durante 10 min, se centrifuga (13800 g, 4 °C, 30 min) y se
recoge el sobrenadante que se preconcentra mediante extracciéon en fase soélida,

utilizando cartuchos Oasis MAX.

En este método, a diferencia de los demas, el acondicionamiento de los

cartuchos se realiza con metanol, agua milli-Q y acetonitrilo-agua (50:50, v/v).

o Desproteinizacion de la leche y extraccion de los antibidticos S-lactamicos empleando n-hexano.

Para este tratamiento se parte de 50 g (50 mL) de leche entera y se elimina la

grasa aplicando el procedimiento descrito en el apartado 3.4.2.1.. A continuacion, se
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toma una alicuota del sobrenadante de 34 ml y se le adicionan 34 ml. de una

disolucion reguladora de PB 0.1 mol L1 a pH 9.2.

Después de agitar en el vortex durante 1 min, se afladen 34 mL de n-hexano y
la disolucion resultante se agita mecanicamente durante 10 min a una temperatura de 9
— 10 °C. Se forman dos fases, la superior, que es la fase organica, se elimina por
succién mientras que la inferior vuelve a centrifugarse en las mismas condiciones. Por
ultimo se recoge una alicuota de 40 mL y se hace pasar a través de los cartuchos de

Oasis MAX para su limpieza y preconcentracion.

o Desproteinizacion _de la leche y extraccion de los _antibidticos B-lactamicos mediante

ultracentrifugsacion (UF).

Se toma una porcion de 10 g (ca. 10 mL) de leche desnatada y se transfiere a un
dispositivo Amicon Ultra-4® o Centricon Plus-20® que incorporan una membrana de
ultracentrifugacion de baja adsorciéon. La centrifugacion se lleva a cabo, siguiendo las
recomendaciones del fabricante, a 4000 g durante 60 min a 10 °C. Finalmente, el
filtrado resultante, ca. 7 mL, se lleva a un volumen final de 10 mL. empleando agua

milli-Q e inyectando 200 pL. directamente en el HPLC.
3.4.2.3. PRECONCENTRACION DE MUESTRA EMPLEANDO CARTUCHOS OASIS MAX

Como ya indicamos en el apartado 3.4.2.2., el extracto de suero de leche
obtenido siguiendo los distintos procedimientos de extraccion ensayados (excepto
UF), se purifica y preconcentra mediante extraccion en fase solida segun se describe en

el apartado 3.3.2.1.
3.4.2.4. ANALISIS CROMATOGRAFICO

Las condiciones cromatograficas para la determinacién de las 8 penicilinas

propuestas se describe en el apartado 3.3.1.2.

Para la preparaciéon del calibrado se toman muestras de leche, libre de
antibidticos, y se centrifugan durante 30 min a 13800 g y 4 °C para eliminar la materia

grasa. Seguidamente, la porciéon de leche desnatada se desproteiniza y preconcentra
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empleando los distintos procedimientos descritos en los apartados 3.4.2.2. y 3.4.2.3..
Con el extracto obtenido se construye el calibrado de cinco puntos en el intervalo de

75 — 5000 pg.
3.4.2.5. ANALISIS DE ANTIBIOTICOS [3-LACTAMICOS EN MUESTRAS DE LECHE

Se analizaron muestras de leche y muestras de leche enriquecidas con algunas
penicilinas habitualmente utilizadas en zoonosis. Estas muestras fueron preparadas y
proporcionadas por L. Villegas y M. Kortabitarte del Instituto Lactolégico de
Lekumberri (Navarra, HEspafia) siguiendo un procedimiento certificado en su
laboratorio analitico. Dicho procedimiento se describe en el Capitulo V, apartado
3.5.2. de la Parte Experimental. Ademas, el mismo instituto nos facilité una muestra de
leche de un animal tratado con un medicamento cuyo principio activo era PENG. El
tiempo de espera previo a la recogida de muestra fue de 96 h y se adicioné azidiol

como conservante.

El proceso de extraccion llevado a cabo se basa en el empleo de wolframato sodico
en medio dcido para la desproteinizacion de la leche. Para ello, se toman muestras de
leche desnatada 75 g (75mL) a las que se adicionan 1.2 mL de H2SO4 4.45 mol L1
seguido de 5.7 mL de wolframato sédico dihidratado (Na2WO4 2H20) 1 mol L1 La
mezcla se agita vigorésamente durante 1 min y se deja reposar durante 5 min.
Seguidamente, se mide el pH de la disoluciéon ajustindose a 4.4 — 4.6, si fuera
necesario. Una vez alcanzado este pH, se agita la leche en el vortex durante 1 min y se
centrifuga a 13800 g (4 °C, 30 min), consiguiéndose la separaciéon de la fase proteica
del suero lacteo. Finalmente, el pH del suero se ajusta a 7.5, se centrifuga y se

preconcentra mediante SPE en un cartucho Oasis MAX

3.4.3. DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN MUESTRAS DE
PIENSO

Los antibiéticos (AMOX y PENV) se extraen de las muestras de pienso
empleando extraccion presurizada con disolventes (PLE). Con este fin, se pesan 5 g de

pienso de cerdos (cedido por Nutral S.A.), previamente tamizado y desecado, y se
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introducen en una célula de extracciéon de 11 mlL que contiene un filtro de celulosa.

Las muestras se extraen empleando las condiciones que se indican en la tabla 65.

Tabla 65. Condiciones empleadas en la extraccion acelerada con disolventes para las muestras de

pienso.

Parametro

Variable optimizada

acetonitrilo-agna

Disolvente de extraccion ANOX ng};ﬁ;{/ﬁ{l ”);/ .
PERV (50:50, V/ff)
Presion 1500 psi
Temperatura 50 °C
Tiempo de precalentamiento 5 min
Tiempo de calentamiento 5 min
Volumen de “Aush” 60%
Tiempo de purga 1
Numero de ciclos 1
Volumen de la célula 11 mL
Tiempo total de extraccion 13 min*
Volumen de disolvente 16 mL*

*Por muestra.

El extracto obtenido se enrasa a un volumen final de 20 mL, se filtra por una

membrana de 0.25 um y se inyecta en el cromatégrafo.

Los calibrados se preparan utilizando un extracto del pienso libre de penicilinas,

obtenido mediante la técnica PLE, en el intervalo de 25 a 250 mg L-1 (100 a 1000 mg
kg1).

Para los estudios de recuperacion las muestras de pienso libre de antibidtico se
enriquecen con cantidades conocidas de AMOX o PENV a dos niveles de

concentracion (200 y 500 mg kg!) determinandose las recuperaciones obtenidas para

cada matriz y analito ensayado a partir del calibrado.
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4.1. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS
EMPLEANDO DERIVATIZACION PRECOLUMNA

4.1.1. REACCION DE DERIVATICACION PRECOLUMNA

La eleccion de un método cromatografico con derivatizacion precolumna para
la determinacion de antibidticos B-lactamicos se basa, fundamentalmente, en dos

motivos:

e la tendencia de estas moléculas a degradarse en disolucién, debido a la

inestabilidad del anillo 3-lactdmico en medios acidos y basicos.

e La baja selectividad y sensibilidad del detector UV-VIS para estos analitos en
matrices complejas. Para obtener la maxima sensibilidad, su deteccién mediante
absorbancia UV, debe realizarse a longitudes de onda por debajo de los 280 nm lo que
supone una menor selectividad debido a las elevadas interferencias, normalmente, de

origen biol6gico que origina la matriz.

La aplicacién de una reaccién de derivatizacion precolumna, basada en la
formacién de mercaptocomplejos de mercurio de los antibidticos B-lactamicos,

permite minimizar estos problemas.
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En la figura 111 se muestra un esquema de la reaccién de derivatizacion
precolumna empleada, propuesta por Bundgaard y col. [75], para la determinacién de 9
penicilinas.

La primera etapa de la reaccion de derivatizacion, implica un paso de
benzoilacién de las penicilinas dibasicas o anféteras. El anhidrido benzoico protege el
grupo amino de la cadena lateral de la ampicilina y amoxicilina para formar el acido IN-

benzoilampicilinico y IN- benzoilamoxicilinico, respectivamente.

[ PENICILINAS MONOBASICAS ] [ PENICILINAS DIBASICAS ]

Figura 111. Derivatizacion de las penicilinas: (a) Reaccion de benzoilacion del grupo amino de la cadena
lateral, pH 8 (R=H: Ampicilina;, R=OH: Amoxicilina); (b) Apertura del anillo f-lactamico catalizada por 1,2,4-
triazol, pH 9; (c) Formacion del complejo dcido mercaptopenicilénico de mercurio (II). O Cromdforo
responsable de la absorcion UV A4 325, 345 nm.
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A continuacién, se lleva a cabo la reaccién de las penicilinas, tanto dibasicas
como monobasicas, con el reactivo 1,2,4-triazol y cloruro de mercurio (II). En este
paso se produce la apertura del anillo B-lactamico, debido al ataque nucleéfilo del

1,2,4-triazol catalizado por el mismo.

Los productos intermedios formados reaccionan después con el cloruro de
mercurio (II) dando lugar a acidos mercaptopenicilénicos de mercurio (II), complejos
con maximos de absorbancia, en la regiéon del UV, alrededor de los 325 y 345 nm, para

todas las penicilinas estudiadas.

Cabe destacar que, la primera etapa de benzoilacion es totalmente
imprescindible ya que la reaccién directa de la ampicilina y la amoxicilina con 1,2,4-
triazol origina un producto inestable, a causa de la competicién por el cloruro

mercurico disponible entre su grupo tiol y amino libre.

En ésta derivatizacion existe la posibilidad de utilizar anhidrido acético para
proteger el grupo amino de las penicilinas dibasicas. Sin embargo, los productos
formados tienen caracteristicas de elucion significativamente diferentes a las de los

derivados de las penicilinas monobasicas.

4.1.1.1. ENSAYOS PREVIOS

Para llevar a cabo el proceso de derivatizacién se empled, inicialmente, el
protocolo aplicado por el laboratorio de referencia de Fougeres (Francia) para la

determinacién de antibiéticos 3-lactamicos.

En los primeros ensayos realizados, se descubrié que era necesario el uso de

agitacion mecanica uniforme durante todo el proceso de derivatizacion.

Se investigb el efecto del tiempo de incubacién con el reactivo derivatizante,
1,2,4-triazol y cloruro de mercurio (II), en el rendimiento de la reaccion de
derivatizaciéon. El empleo de periodos de incubaciéon de 10 min no permitia la
formacién de los derivados mercaptopenicilénicos correspondientes, ya que no se
observa la apariciéon de picos cromatograficos para ninguno de los residuos

penicilinicos estudiados. Transcurridos 20 min no hay evidencia de la existencia de
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picos para la ampicilina y amoxicilina, aunque si para las 5 penicilinas restantes. A
partir de 30 min, aparecen los picos cromatograficos correspondientes a las 7
penicilinas ensayadas, manteniéndose estable el producto de la derivatizacién hasta un
tiempo de 40 min. Por todo ello, se seleccioné un tiempo 6ptimo de incubacion con el
1,2,4-triazol y cloruro de mercurio (II) de 30 min, para as{ alcanzar la maxima

sensibilidad sin extender demasiado el tiempo de analisis.

Tras la realizacién de estos estudios previos, se procedié a estudiar algunas
variables determinantes del proceso de derivatizacién como son: condiciones del
medio de reaccién, temperatura de derivatizacién y concentracién de cloruro de

mercurio (II).

e Medio de reaccidon

La reaccién de derivatizaciéon precolumna de las penicilinas con cloruro de
mercurio (II) permite obtener una respuesta cromatografica 6ptima cuando se lleva a

cabo en medio acetonittilo-agua (PB 0.1 mol I1) (40:60, v/v) a pH basico.

Un aumento de la proporcioén de acetonitrilo en el medio de reaccidon, daba
lugar una disminucién en la sensibilidad para la determinacién del analito, originando
la apariciéon de amplias colas y picos divididos. De hecho, el empleo de acetonitrilo al
100% originaba la supresion de la reaccidon entre los antibidticos B-lactamicos y el

cloruro de mercurio (II), al igual que sucede si se emplea agua al 100%.

Finalmente, se estudi6 el efecto del pH del medio en el rendimiento de la
reaccién de derivatizacion. Las penicilinas usadas, a parte de reaccionar para dar el
correspondiente mercapturo de mercurio, se degradan en medios fuertemente acidos o
basicos como consecuencia de la hidrélisis del anillo nucleéfilo B-lactamico [72]. Se
emple6 por ello NaOH 2 mol L1 ya que cuando se ensayaron concentraciones
superiores (5 mol L) no aparecian los picos cromatograficos correspondientes a los
derivados formados, lo cual podria explicarse teniendo en cuenta su posible

degradacion en este medio.
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e Efecto de la concentracion de cloruro de mercurio (II)

Se ha observado que no hay diferencias apreciables en el area de los picos
cromatograficos obtenidos cuando se utilizan concentraciones: 0.5 mmol L1, 1 mmol
L1y 10 mmol L1 de HgCla en la reaccién de derivatizaciéon. Finalmente, la

concentracion elegida fue de 1 mmol L1

e Efecto de la variacion de la temperatura de derivatizacion

La variacién de la temperatura de reacciéon tiene un efecto critico en la

formacion de los mercaptoderivados.

De las tres temperaturas ensayadas durante el proceso de derivatizacion, 55, 65
y 75 °C, la que mayor rendimiento produjo fue la de 65 °C dado que, a 55 °C la
reaccion transcurre de forma mas lenta y a 75 °C favorece la hidrdlisis de los

antibiéticos [73].

4.1.1.2. CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE LOS DERIVADOS B-LACTAMICOS

Con el objeto de observar las diferencias espectrales entre los antibiéticos j3-
lactamicos y sus derivados obtenidos tras la reaccion con 1,2/4-triazol y cloruro de
mercurio (II), se han registrado los espectros de absorciéon para estas especies,

obteniéndose los resultados que se muestran en las figuras 112A y 112B.

En todos los casos puede apreciarse la aparicion de una banda en la region UV
debida a la absorcion del anillo penicilénico conjugado de los derivados. Los maximos
se encuentran situados alrededor de 325 nm para AMOX, AMPI, PENG, PENV y
proximos a 345 nm para OXA, DICLOX y NAFCI. El desplazamiento batocrémico
que presenta el maximo de longitud de onda de absorcién para OXA, DICLOX vy

NAFCI es debido a la mayor conjugacion de los enlaces de sus derivados.
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Figura 112A. Espectros de absorcion UV-VIS antes (-) y después () de derivatizar: (a) AMOX; (b) AMPI; (c)
PENG, (d) PENV; (e) OXAC; (f) NAFCI. Registrados en: acetonitrilo-agua (PB 0.1 mol L) (40:60, v/v),
temperatura 10.0£0.2 °C.
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Figura 112B. Espectros de absorcion UV-VIS antes (=) y después () de derivatizar: (a) DICLOX. Ver figura
1124.

En la figura 113, se recoge una representacion tridimensional de los
cromatogramas obtenidos para los derivados de todos los antibiéticos B-lactamicos
estudiados en donde se representa la absorbancia frente al tiempo y longitud de onda

de analisis.

Ampl  OXAC

NAFCI
/ / DICLOXAC i

W PENV
|

Figura 113. Cromatograma tridimensional de los antibidticos [-lactamicos estudiados. Condiciones: Columna
Zorbax Eclipse XDB-C8, 20 °C, acetonitrilo-agua (t. acetato 0.1 mol L pH 5.2, TBA 20 mmol L tiosulfato 15

mmol L')(37:63, v/v), caudal 1 mL min”, 2 250-500 nm.
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4.1.1.3. ESTABILIDAD DE LOS DERIVADOS DE LOS ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Para comprobar la estabilidad de los derivados mercapto mercuricos de los
acidos acetilpenicilénicos, se realiz6 un estudio evaluando la reproducibilidad y
repetibilidad del area de los picos cromatograficos obtenidos, en funcién del tiempo

transcurtrido tras la reaccidon de derivatizacion.

5000

4000 A

3000 A

2000 A

Area, mUA

1000

AMOX  AMPI PENG PENV OXAC NAFCI DICLOX

Derivados mercapto mercuricos de las penicilinas

Figura 114. Estudio de estabilidad de los derivados mercapto mercuricos de los dcidos acetilpenicilénicos
realizado en un mismo dia (m) y a lo largo de varios dias (m) (n = 3).

Los wvalores experimentales del parametro estadistico t, a un nivel de
probabilidad del 95%, calculado a partir de las medias, y las desviaciones estandar de
cada area correspondiente a cada una de las 7 penicilinas medidas dentro de un mismo

dia y a lo largo de varios dias, son menores que el tabulado para el mismo nivel de
significacion (twb (AMOX, PENG, PENV, AMPI) = 2.228, V = 10 ¥ tub (OXAC, NAFCI, DICLOXAC) =
2.228, v =9), para todas las penicilinas excepto para PENV y NAFCL.

Estos resultados demuestran que algunos de los derivados de los antibidticos en

estudio (PENV y NAFCI) no presentan la estabilidad necesaria para ser medidos

empleando tiempos de analisis superiores a 24 h.
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4.1.2. OPTIMIZACION DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA

4.1.2.1. ENSAYOS PREVIOS

Los antibiéticos B-lactamicos a estudiar, poseen naturaleza idnica, lo que hace
que su separaciéon en fase inversa sea algo diferente a la de los analitos de caracter
neutro ya que obliga a la utilizacién de fases moéviles que contengan disoluciones

reguladoras.

Teniendo en cuenta este aspecto, la disolucion reguladora seleccionada para un
primer estudio fue, tampon fosfato 0.1 mol L1, pH 5.5, ya que ésta era la empleada

por el laboratorio de referencia de Fougeres (Francia) [63].

La columna seleccionada, una Zorbax Eclipse XDB-C8 para HPLC de fase
inversa con fase de dimetilalquilo doblemente desactivada, proporcioné en el test de
evaluacion 10544 platos tedricos para tolueno, trabajando a 0.97 mL min! con fase

movil metanol-agua (80:20, v/v).

Seguidamente se procedié a ajustar el poder de elucién de la fase moévil para
encontrar una composicion de modificador organico-disolucion reguladora, en el que
todos los antibiéticos se eluyeran en un intervalo de retenciones razonable, con una

resolucién 6ptima.

El estudio se llevo a cabo trabajando en modo isocratico y las tres fases méviles

ensayadas fueron:
e Fase movil acetonitrilo-metanol-agua (PB 0.1 mol L1, pH 5.5) (30:5:65, v/v/v).
e Fase movil acetonitrilo-agua (PB 0.1 mol L1, pH 5.5) (35:65, v/v).

e Fase movil acetonitrilo-agua (PB 0.1 mol L1, pH 5.5) (37:63, v/v).

En la tabla 66 se recogen los tiempos de retencién (t;) y resolucién (Rs)
obtenida para cuatro de las ocho penicilinas ensayadas (AMOX, AMPI, PENG vy

PENYV) empleando los distintos modificadores organicos ensayados.
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Tabla 66. Variacion de los tiempos de retencién y resolucion de los picos cromatogréficos obtenidos
para AMOX, PENG, PENV y AMPI en funcién del modificador organico.

Fase movil acetonitrilo-metanol-  Fase moévil acetonitrilo-agua Fase movil acetonitrilo-agua
. agua (PB 0.1 mol L, pH 5.5) (PB 0.1 mol L1, pH 5.5) (PB 0.1 mol L1, pH 5.5)
Antibiotico (30:5:65, v/v/v)* (35:65, v/v)* (37:63, v/v)*
t; Rsl t: R, t. R,

AMOX 12.8 155 6.69 3.87 5.71 6.40
PENG 20.7 9.67 8.11

3.53 2.61 3.50
PENV 26.5 11.9 9.77
AMPI 35.8 434 15.1 2.92 11.9 581

*Las tres fases moviles ensayadas contienen TBA 20 mmol 171 y NasS203 15 mmol L.

Como se puede observar, en todos los casos se obtuvo una buena separacion de
los picos aunque cuando se emplea una mezcla ternaria el tiempo de analisis se
incrementa de forma considerable, sin que por ello se obtenga una mejor resolucion

Ry).

El empleo de mezclas binarias acetonitrilo-fosfato, originaba una retencion
menor de los derivados penicilinicos que cuando se utilizaba la mezcla acetonitrilo-
metanol-agua (PB 0.1 mol L', pH 5.5) (30:5:65, v/v/v). Esto puede atribuirse al
mayor poder de elucién del acetonitrilo frente al metanol. Se ensayaron dos fases con
35% y 37% de acetonitrilo, observandose que la utilizacién de la mezcla acetonitrilo-
agua (PB 0.1 mol L1, pH 5.5) (37:63, v/v) permitia reducir el tiempo de analisis sin
que la columna pierda la resoluciéon a linea base para la mezcla de antibidticos

estudiados.

Por ultimo, sefialar que, aunque el metanol sea mas recomendable como
modificador organico que el acetonitrilo (el metanol y el agua son mas miscibles y la
mayoria de los tampones son mas solubles en mezclas metanol-agua) [74], su uso en
este caso no es adecuado ya que favorece la degradacion de los derivados penicilinicos

[75].

2.35 t’—t?
2wy, + Wy,

! R,, Resolucién calculada tomando anchura de banda a media altura (1/2) mediante R =
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4.1.2.2. NATURALEZA DE LA DISOLUCION REGULADORA

Dado que la columna analitica contiene una fase estacionaria n-octil-silice, el
pH de trabajo debera estar comprendido entre 2 y 8 para asegurar la estabilidad de la
misma. Otros factores a tener en cuenta a la hora de seleccionar un tampon para su
empleo en la fase movil son: su absorbancia UV, que debe ser nula a la longitud de
onda de trabajo, su solubilidad, estabilidad, posible interacciéon con el equipo, con la

muestra, volatilidad, etc. [74].

De las posibles disoluciones reguladoras que se pueden usar, se eligieron para el
estudio el tampon fosfato (NaH2PO4/NaHPO4 (PB), con maxima capacidad
tamponadora 2.1<pH<3.1 y 06.2<pH<8.2) y el tampén acetato (CH3CO>H/
CH3CO2Na, con maxima capacidad tamponadora 3.8<pH<5.8).

Tabla 67. Variacion de los tiempos de retencién y resolucion de los picos cromatogréaficos obtenidos
para AMOX, PENG, PENV, AMPI, OXA, NAFCI y DICLOX en funcién del modificador organico
empleado en la fase movil.

Fase movil acetonitrilo-agua Fase movil acetonitrilo-agua
YN (PB 0.05 mol L, pH 5.2) (t. acetato 0.05 mol L, pH 5.2)
Antibidtico (37:63, v/v)* (37:63, v/v)*
t, RS t: Rs
AMOX 593 3.95 5.78 3.92
PENG 8.63 8.22
1.75 2.40
PENV 10.5 10.1
1.88 2.56
AMPI 13.0 12.6
2.40 291
OXA 16.6 15.8
1.16 2.24
NAFCI 18.7 18.5
DICLOX 33.7 562 32.5 8.45

*Las tres fases moviles ensayadas contienen TBA 20 mmol 11 y NazS205 15 mmol L.

Ademas, tanto la fase moévil regulada por el tampén fosfato, como la regulada
por el acetato, contenfan tiosulfato sédico (Na:S:O3 5H>0) 15 mmol L1 con el
objeto de estabilizar los antibidticos derivatizados y aumentar la fuerza idnica del
medio. Se ha demostrado que cuando la fuerza idnica de la fase movil es elevada, las

interacciones silanofilicas se anulan favoreciendo las interacciones hidrofdbicas de los
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analitos con el soporte de fase reversa [76]. La ausencia de este reactivo en la fase
movil origina la aparicion de picos ensanchados, tiempos de retencién no
reproducibles asi como intervalos lineales de trabajo muy estrechos [77]. En la tabla 67
se recogen los tiempos de retencion y la resolucion de las 7 penicilinas estudiadas en
las concentraciones del ensayo. A la vista de los resultados obtenidos, se puede afirmar
que el cambio de naturaleza de la disolucién reguladora no afecta en exceso a los
tiempos de retencidn, aunque s{ se aprecia una cierta mejora de la resolucién entre

OXA y NAFCI en medio acetato.
e Concentracion de la disolucién reguladora

Se estudi6 el efecto de la concentraciéon de tampoén en la retencion de los
derivados penicilinicos en la columna cromatografica. Para ello, se realizaron analisis
utilizando 0.1 y 0.05 mol L1 de tampon fosfato (pH 5.2) y acetato (pH 5.2) con 20
mmol L1 de TBA y 15 mmol L1 de tiosulfato sédico con un 37% de modificador
organico. No se ensayaron concentraciones superiores a 0.1 mol L' debido a la
posibilidad de precipitaciéon de las sales presentes al mezclarse con el modificador
organico. En la tabla 68 se recogen los valores de tiempo de retencién y resolucion
para las penicilinas determinadas en estas condiciones.

Tabla 68. Variacion de los tiempos de retencién y resolucion de los picos cromatogréaficos obtenidos

para AMOX, PENG, PENV, AMPI, OXA, NAFCI y DICLOX penicilinas en funcién de la
concentracion de la disolucidn reguladora: tamp6n fosfato (n = 6), tampdn acetato (n = 5).

Tampon fosfato* Tampon acetato*
Antibidtico 0.05 mol L1 0.1 mol L1 0.05 mol L1 0.1 mol Lt

t, R, t; Rs t, Rs t; R,
AMOX 55%+05 26 55+0.1 28 7+1 4 4.7+0.1 93

PENG 79+0.8 8.0%+0.1 11+£2 6.5%0.3
2 1.4 3 1.2

PENV 10£1 9.7+0.2 14+£3 79+£05
2 1.5 3 1.3

AMPI 12+£2 11.8+0.3 17+£3 9.6+0.1
3 2.1 3 1.3

OXA 17 £2 15.1+£0.8 21+4 11.9+0.7
2 0.8 2 1.0

NAFCI 19+£3 16.7£0.4 24+ 5 13.6 £0.8
DICLOX 34+2 > 29.9 £0.2 > 36+3 6 22.9+0.1 31

*Las dos fases moviles ensayadas contienen TBA 20 mmol 11 y NazS$205 15 mmol 1.
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A la vista de los resultados, la disolucién reguladora mas recomendable para la
preparacion de la fase mévil es el tampoén acetato 0.1 mol L1, pues facilita una mejor
resolucion entre los picos correspondientes a OXA y NAFCI y un menor tiempo de

aﬂé.hSlS (tcromatograma < 24 mlﬂ).

4.1.2.3. OPTIMIZACION DEL pH DE LA FASE MOVIL

El pH afecta notablemente a la retencién de los antibiéticos en la columna
cromatografica ya que determina su grado de ionizacién dada la naturaleza i6nica de

los derivados penicilinicos analizados.

El conocimiento de los valores de pKa de los derivados penicilinicos resulta
muy util y gufa en la selecciéon del pH de la disolucién reguladora. Cuando el pH de
una disolucién esta muy cerca de los valores de pKa de uno o mas componentes de la
muestra, pequefias variaciones en el pH (inferiores a 0.1 unidades) pueden influir
notablemente en los tiempos de retencién y resolucion de los picos cromatograficos,
lo que conduce a la obtencién de métodos poco robustos. Por tanto, el pH optimo
sera aquel que asegura que los grupos funcionales de un analito se encuentren en una
sola forma, ionizada o no ionizada. Si no se conocen las constantes de acidez, como
sucede en el caso de los derivados estudiados, se pueden aproximar a las
correspondientes estructuras relacionadas, como son las penicilinas. Los pKa para los
antibioticos B-lactamicos, estudiados en esta Memoria, se recogen en la bibliografia

[76,78] y se presentan en la tabla 69.

Tabla 69. Constantes de acidez de los antibioticos S-lactamicos estudiados [76,78].

Antibiético pK,
AMOX 2.8 7.2% 9.6
AMPI 2.7 7.3% =
PENG 2.8 = -
PENV 2.7 = >
OXA 2.7 - -
CLOX 2.7 - .
NAFCI 2.7 = >
DICLOX 2.7 = -

* En los derivados penicilinicos este pK, no existe al estar protegido el grupo
amino por el anhidrido benzoico.
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LLa variaciéon de los tiempos de retencion de los derivados de las penicilinas
monobasicas y dibasicas con el pH es significativa. Se ha demostrado que a pH
inferiores a 3.5, los t: son independientes del pH; sin embargo, a pH 4.5, se produce
una drastica disminucién de la retencion, debida a la disociacion del grupo carboxilico

de los correspondientes derivados penicilinicos.

A\ ]

4.5 pH
Figura 115. Influencia del pH en los tiempos de retencién de los derivados penicilinicos. Condiciones: Columna

Zorbax Eclipse XDB-C8, 20 °C, caudal 1 mL min™, A, 325 nm, acetonitrilo - agua (t. acetato 0.1 mol L™, pH
5.2, (37:63, vIv).

Debido a la necesidad de trabajar a pH intermedios y teniendo en cuenta el
comportamiento de los derivados penicilinicos a estos pH, se hace imprescindible el
uso de un reactivo de asociacion idnica que aumente la retencién de estos compuestos,
al formarse un par i6nico entre el grupo carboxilico libre del derivado y el par i6nico
basico. El compuesto de asociaciéon que se ha utilizado en este trabajo es el acido

hidrégenosulfato de tetra-n-butilamonio (TBA).

La interaccién de los derivados penicilinicos con la fase reversa en presencia de

TBA puede justificarse considerando dos mecanismos de retencion (figura 1106):
(a) Interaccion del par i6nico del derivado penicilinico con la fase reversa Cs.

(b) Interaccion mediante intercambio i6nico del resto cationico del TBA, adsorbido a

la a la columna Cs, con el grupo carboxilico libre de los derivados penicilinicos.
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Figura 116. Influencia de la presencia de TBA en la separacion cromatografica de derivados penicilinicos.

Para el estudio de la influencia del pH de la fase moévil en la retencion de los
derivados penicilinicos, se utilizé una fase movil de composicidon acetonitrilo-agua (t.
acetato 0.1 mol L1, TBA 20 mmol I}, tiosulfato 15 mmol L) (37:63, v/v) en el
intervalo de pH 4.8 - 5.5.

Los resultados obtenidos se presentan en figura 117.

35

30 4

25 4

20 4

t,, min

15 A

4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6

pH

Figura 117. Variacién del pH de la disolucién reguladora para: ¢ AMOX, ¢ PENG, e PENV, « AMPI, ¢ OXA,
NAFCI, - DICLOX. Condiciones: Columna Zorbax Eclipse XDB-C8, 20 °C, caudal 1 mL min™, Ans 325, 345
nm, acetonitrilo-agua (t. acetato 0.1 mol L™, TBA 20 mmol L™, tiosulfato 15 mmol L™) (37:63, v/v).
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Finalmente, teniendo en cuenta los datos obtenidos y habiendo considerado al
tampon acetato como la mejor disolucién reguladora, se ha seleccionado como pH
6ptimo 5.2, por obtenerse un tiempo de analisis inferior a 25 min, con una resolucién

entre picos adecuada.

e Efecto de la concentracion de TBA en la retencion de los derivados penicilinicos

Se ha estudiado la dependencia de los tiempos de retencién de los derivados
penicilinicos con la concentracién de TBA en el intervalo 0 — 30 mmol L1, usando

como fase moévil acetonitrilo-agua (t. acetato 0.1 mol L1, pH 5.2, tiosulfato 15 mmol

L1 (37:63, v/v).

Los cambios en los valores de t: en funcién del agente de asociacion idnica se

muestran en la figura 118.
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25 A
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t,, min

15 4
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0 5 10 15 20 25 30

[TBA], mmol L™

Figura 118. Variacion de la concentracion de TBA en la disolucidn reguladora para: ¢ AMOX, ¢ PENG, e
PENV, « AMPI, « OXA, « NAFCI, - DICLOX. Condiciones: Columna Zorbax Eclipse XDB-C8, 20 °C, caudal 1
mL min™, Ans 325, 345 nm, acetonitrilo-agua (t. acetato 0.1 mol L™, pH 5.2, tiosulfato 15 mmol L™)(37:63, v/v).

Como se puede observar, la variacién de la concentraciéon de TBA influye
significativamente en la retenciéon de los derivados penicilinicos estudiados. A pH 5.2,
estas especies se encuentran completamente ionizadas y se retienen mayoritariamente

en forma de pares i6nicos, al asociarse al cation TBA*, mediante los mecanismos
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anteriormente descritos. El incremento en la concentraciéon de TBA, conduce a un

incremento no lineal de los tiempos de retencién, mejorando también su selectividad.

A la vista de los resultados obtenidos, elegimos como concentracién dptima de

TBA 20 mmol L.

4.1.2.4. OPTIMIZACION DE LA TEMPERATURA DE LA COLUMNA

La dependencia de los tiempos de retencion con la temperatura de la columna
se ha evaluado en el intervalo de temperatura 15 — 30 °C, usando como fase movil
acetonitrilo-agua (t. acetato 0.1 mol L1, pH 5.2, TBA 20 mmol L-! y tiosulfato sédico

15 mmol L) (37:63, v/v).

25 4

20 4

15 4

t., min

10 4

rrt

14 16 18 20 22 24 26 28 30

temperatura, °C

Figura 119. Variacion de los tiempos de retencion con la temperatura de la columna para: ¢ AMOX, e PENG, e
PENV, ¢ AMPI, e OXA, « NAFCI, » DICLOX. Condiciones: Columna Zorbax Eclipse XDB-C8, acetonitrilo-
agua (t. acetato 0.1 mol L™, pH 5.2, TBA 20 mmol L, tiosulfato sédico 15 mmol L™) (37:63, v/v), caudal 1 mL
min, Amsx 325, 345 nm.

Los resultados muestran que la retencién de los derivados penicilinicos cambia
ligeramente con la temperatura siendo la retencién menor a 30 °C. Esta variacion
puede atribuirse a la influencia de la temperatura sobre los mecanismos de retencién
de éstos compuestos de naturaleza iénica. Cada uno de estos procesos va a responder

de manera distinta a los cambios de temperatura (e.g. cambios en las interacciones
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hidrofébicas con la columna, cambio en la ionizaciéon de los componentes de la

muestra, cambios del pH y pK,, etc.).

Finalmente, se ha escogido una temperatura de 20 °C como compromiso

entre el tiempo necesario para desarrollar el cromatograma y una resolucion aceptable.

En la figura 120 se presenta un cromatograma obtenido para los siete
mercaptoderivados de las penicilinas estudiadas en las condiciones optimas del

método cromatografico evaluado.

100

80 4

60

40

Absorbancia, mAU
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t, min
Figura 120. Cromatograma obtenido para los siete derivados de penicilinas estudiadas: (1) AMOX, (2) PENG,

(3) PENV, (4) AMPI, (5) OXA, (6) NAFCI, (7) DICLOX. Condiciones: Columna Zorbax Eclipse XDB-C8, 20 °C,

caudal 1 mL min™, Ana 325, 345 nm, acetonitrilo-agua (t. acetato 0.1 mol L™, pH 5.2, TBA 20 mmol L*
tiosulfato 15 mmol L™) (37:63, v/v).

4.1.3. CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL PROCESO CROMATOGRAFICO

4.1.3.1. CALIBRADO

El calibrado se ha realizado a partir de las disoluciones madre de los
antibidticos con concentracién comprendida entre 0.8 — 1.0 g L-1. Mediante dilucién y
posterior derivatizacién, se han preparado disoluciones patrén en un intervalo de
concentraciéon comprendido entre 150 — 15000 pg L1 para AMOX, AMPI, PENG,
OXA, NAFCI y DICLOX y entre 800 — 80000 pg L1 para PENV.
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En la tabla 70 se recogen la caracteristicas analiticas de los calibrados obtenidos.
Los intervalos de confianza de las pendientes y de las ordenadas en el origen se han

calculado para un nivel de significacion del 95%.

Tabla 70. Pardametros cromatogrdficos y caracteristicas analiticas para la determinacion de
antibioticos [-lactamicos mediante el método cromatogrdfico con derivatizacion precolumna.

Parametros de calibracion*

Analito ordenada, mUA  pendiente, pg L™ t e =
AMOX -0.2£3.0 0.0751 £ 0.0005 0.999 22102 27
PENG 22 0.1262 £ 0.0003 0.999 35+05
PENV -5+3 0.1068 £ 0.0001 0.999 44+0.2 .
AMPI -5+3 0.1479 £ 0.0005 0.999 56%0.5 .
OXA 1+2 0.1771 £ 0.0003 0.999 7.2%0.7 v
NAFCI 36 0.212 £ 0.001 0.999 8.4+0.9 -
DICLOX -1+1 0.139 £ 0.001 0.999 15.0£0.3 1

*ntervalo lineal de concentracion estudiado (150 — 15000 ug L' para AMOX, PENG, AMPI, OXA, NAFCI,
DICLOX y 800 — 80000 ug L' para PENL’); 2k: factor de retencion y R: resolucion.

4.1.3.2. LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

e Limite de deteccion (LD)

Es la cantidad minima de antibiético B-lactamico detectable y corresponde a la
concentraciéon o flujo masico que origina una seflal 3 veces mayor que el valor del

ruido de alta frecuencia de la linea base [79].

Para  determinarlo, se analizan cromatograficamente  disoluciones,
sucesivamente diluidas, de los analitos, hasta que la sefial se confunde con el ruido. De
esta manera, se establece una correspondencia entre alturas siendo posible conocer la

concentracion correspondiente a 3 veces la altura del ruido.

., , t. —t
2 k, Factor de retencién calculado segin k = —-——°

, siendo t, el t, de un compuesto no retenido.
ty
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Los resultados obtenidos para las distintas penicilinas analizadas se muestran en

la tabla 71.
e Limite de cuantificacion (LQ)

Es la cantidad minima de antibiético B-lactamico que es determinable. Se
determina del mismo modo que el limite de detecciéon (LD), calculando la
concentraciéon que corresponda con 10 veces la altura del ruido. Los resultados se

muestran en la tabla 71.

Tabla 71. Limites de deteccion y cuantificacion obtenidos con el método cromatogrdfico con
derivatizacion precolumna optimizado para la determinacion de antibioticos [-lactamicos.

Antibiético LD, ug L LQ, ug L

AMOX 24 80
AMPI 16 53
PENG 17 56
PENV 56 188
OXA 32 105
NAFCI 46 155
DICLOX 83 276

4.1.3.3. PRECISION DEL METODO CROMATOGRAFICO

Se ha evaluado la repetibilidad del proceso cromatografico en términos de la
desviacion estandar relativa (RSD) correspondiente a 5 inyecciones de una disolucién

de penicilinas (AMOX, PENG, AMPI, OXA, NAFCI, DICLOX 15 ug mL-! y PENV

40 ng ml1), obteniéndose los resultados que se recogen en la tabla 72,

También se ha evaluado la reproducibilidad del método analitico desarrollado
inyectando una muestra de control (AMOX, PENG, AMPI, OXA, NAFCI, DICLOX
15 pg L'ty PENV 40 ug L), preparada en diferentes dfas. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 72.
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Tabla 72. Estudio de repetibilidad y reproducibilidad del proceso cromatogrdfico para la

determinacion de antibioticos f-lactamicos (n = 3).

Afadida, Repetibilidad (en el dia)

Antibiético ng mLA R, % RSD, %
AMOX 15 94 r
PENG 15 93 r
PENV 40 91 =
AMPI 15 102 3

OXA 15 95 2l
NAFCI 15 96 &
DICLOX 15 84 i

=7 n=25n=6.
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Reproducibilidad (entre dias)

R, %
96
94
86
95
103
93
94

RSD, %
8b
3
7b
9b
16°
4¢
15°
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4.2. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS
SIN DERIVATIZACION PRECOLUMNA

4.2.1. CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE LOS ANTIBIOTICOS B-
LACTAMICOS

Se han registrado los espectros de absorciéon de los distintos antibidticos (-

lactamicos objeto de estudio, obteniéndose los resultados que se muestran en la figura

121.
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Figura 121. Espectros de absorcion (15 ug mL™) de: (m) AMOX, (m) AMPI, (m) PENG, (m) PENV, () OXA, (m)

CLOX, (m) NAFCI y (m) DICLOX. Las medidas de absorbancia se adquirieron en continuo durante un

cromatograma. Condiciones: Columna Phenomenex LUNA® C18, 5 um, 4.6 x 150 mm, caudal 1.5 mL min”,

modo gradiente acetonitrilo- agua (0.01% TFA).

En los espectros que se muestran, aparece un maximo de absorcién entorno a
200 nm para todos lo antibidticos; sin embargo, a esa longitud de onda, el acetonitrilo

presenta una mayor absorcion.

Dado que la absorciéon del disolvente organico disminuye a medida que
aumenta la longitud de onda, se escogié 220 nm [14,80,81] como valor 6ptimo de

trabajo, valor de compromiso entre la absorcién de los antibiéticos y la fase moévil.
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4.2.2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

La mayoria de los métodos cromatograficos basados en la deteccion UV-visible
para la determinacién de penicilinas, especialmente en muestras de origen alimentario,
requieren una etapa previa de derivatizaciéon utilizando reactivos téxicos, como el
mercurio (Hg) [4,82]. Para evitar este inconveniente, algunos autores han desarrollado
métodos cromatograficos para la separacion y determinaciéon de antibidticos (-
lactimicos sin derivatizacién, utilizando una columna Cis y gradiente de elucién

[14,68,83].

En este estudio, se han evaluado dos columnas cromatograficas para la
separacion de los antibidticos seleccionados (AMOX, AMPI, PENG, PENV, OXA,
CLOX, NAFCI y DICLOX):

- LUNA™ Ci5 (2) (150 mm X 4.6 mm, 5 um), columna constituida por silice

ultrapura 99.999% en forma de particulas de alta simetria, funcionalizadas
uniformemente con grupos octadecilsilanos y sin grupos silanoles libres. Su
eficacia permanece constante para fases moviles con pH comprendidos entre 1

y 10 [39].

- AQUA™ (i3 (250 mm X 4.6 mm, 5 um), columna que posee grupos

funcionales hidrofilicos que permiten la separacién de compuestos polares

utilizando fases moviles con contenido elevado en disolvente acuoso [39].

Se han ensayado diferentes condiciones de elucion, tanto en modo isocritico como
gradiente, utilizando mezclas de acetonitrilo-agua (0.01% TFA). Para seleccionar el
procedimiento de separaciéon mas adecuado, se han evaluado diferentes parametros

experimentales como son: el factor de retencion (K) y la resolucion (Rs).

La aplicacion de una elucién en modo isocratico empleando tanto la columna
LUNA™ como la AQUA™, no permitio6 la separaciéon de las 8 penicilinas en un corto

intervalo de tiempo y con una resolucién entre picos adecuada (Rs > 1.5) (figura 122).

En consecuencia, se evaluaron varios procedimientos en modo gradiente,

utilizando la misma mezcla binaria de acetonitrilo-agua (0.01% TFA), a fin de obtener
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un método que permita la separaciéon de todos los compuestos en un tiempo

apropiado (tcromatograma <25 mlﬂ) [74]
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Figura 122. Variacion del factor de retencion (k) en funcion del porcentaje de agua (TFA 0.01%) en la fase
movil (resto acetonitrilo (TFA 0.01%)) de: (o) AMOX, (o) AMPI, (o) PENG, (o) PENV, () OXA, (e) CLOX,

(e) NAFCI y (o) DICLOX. Condiciones: Columna Phenomenex LUNA® C18, 5 um, 4.6 X 150 mm, caudal 1.5
mL min'l, A =220 nm.

Los mejores resultados se obtuvieron empleando agua-TFEA (0.01%) (Fase A) y
acetonitrilo-TEA (0.01%) (Fase B), de modo:

0% B (3 min), 0 — 37% B (5 min), 37% B (11 min), 37 — 67% B (5 min), 67%

solvent B (5 min).

En la tabla 73 se muestran los valores de k y R obtenidos para cada analito en

las dos columnas estudiadas y utilizando el programa de gradiente optimizado.

Los resultados conseguidos son similares en ambas fases estacionarias. No
obstante se seleccioné la columna LUNA™ Cig (2) (150 mm X 4.6 mm, 5 um) para
estudios posteriores, ya que permite realizar inyecciones de hasta 200 pL sin pérdida

de resolucion y/o simetria entre picos cromatograficos.
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Tabla 73. Variacion del factor de retencion y resolucion de los picos cromatograficos obtenidos para
AMOX, PENG, PENV, AMPI, OXA, CLOX, NAFCI y DICLOX en funcion del tipo de columna
cromatogrdfica.

™ ™
Antibiético ULV 040
K R, K R,
AMOX 3.7 0 2.6 ‘
PENG 45 3.0
31 31
PENV 8.3 5.5
6 9
AMPI 9.6 6.6
5 7
OXA 10.9 7.8
6 10
CLOX 13.2 9.4
3 3
NAFCI 14.4 9.7
9 6
DICLOX 17.6 10.2

Condiciones de gradiente: A (agua, 0.01% TEA) y B (acetonitrilo, 0.01%
TEA) de modo: 0% B (3 min), 0-37% B (11 min), 37-67% B (5min), 67% B (5

nin).

En la figura 123 se presenta el cromatograma obtenido, para las ocho

penicilinas estudiadas, empleando las condiciones cromatograficas optimizadas.
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Figura 123. Cromatograma obtenido para una disolucion estandar de las ocho penicilinas estudiadas (24 ug
mL™): (1) AMOX, (2) PENG, (3) PENV, (4) AMPI, (5) OXA, (6) CLOX, (7) NAFCI, (8) DICLOX. Condiciones:
Columna Phenomenex LUNA™ Cy5 (2), caudal 1.5 mL min™, A 220 nm, composicion de la fase movil: agua-
acetonitrilo (TFA 0.01%) en modo gradiente (apartado 3.3.1.2.).
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4.2.3. CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL PROCESO CROMATOGRAFICO
4.2.3.1. CALIBRADO

Se ha realizado un calibrado en agua las distintas penicilinas estudiadas, en el
intervalo de concentraciones 75 — 5000 pg L1, a partir de disoluciones madre de
antibioticos.

En la tabla 74 se muestran los parametros caracteristicos de las curvas de

calibrado obtenidas para cada analito. Los intervalos de confianza de las pendientes y

las ordenadas en el origen se han calculado para un nivel de significacién del 95%.

Tabla 74. Pardmetros cromatogrdficos y caracteristicas analiticas para la determinacion de
antibioticos [-lactamicos mediante el método cromatografico sin derivatizacion precolumna.

Parametros de calibracion*

Analito ordenada, mUA  pendiente, ng L! t k R
AMOX 55+29 0.1071 £ 0.0006 0.9999 3.7x£0.1 10
AMPI 50x1.6 0.0837 £ 0.0003 0.9999 45+0.1
PENG 28+54 0.0987 £ 0.0011 0.9995 83+0.3 .
PENV 38+1.1 0.0796 £ 0.0002 0.9999 9.6x£0.3 ‘
OXA 13.3+5.2 0.1646 £ 0.0012 0.9998 109+ 0.3 i
CLOX 9.0+£29 0.1698 £ 0.0006 0.9999 132104 ‘
NAFCI 8.8+ 6.0 0.3039 £ 0.0009 0.9999 144+ 0.4 ’
DICLOX 13.2+ 4.5 0.1914 £ 0.0009 0.9999 17.6 £0.5 ?

*Intervalo lineal de concentracion estudiado (75 — 5000 ug L7 para AMOX, AMPI, PENG, PENT/, OXA,
CLOX, NAFCI, DICLOX); k: factor de retencidn y R: resolucion.

4.2.3.2. LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los limites de detecciéon y cuantificacién, calculados de forma analoga al
procedimiento descrito en el apartado 4.1.3.2. de esta seccidn, se recogen en la tabla

75.
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Tabla 75. Limites de deteccion y cuantificacion obtenidos con el método cromatografico optimizado
para la determinacion de antibioticos [(-lactamicos.

Antibiético LD, pg L LQ, pg L'

AMOX 8.9 29
AMPI 6.6 22
PENG 15 50
PENV 21 70
OXA 9.7 32
CLOX 11 36
NAFCI 7.3 24
DICLOX 19 64

4.2.3.3. PRECISION DEL METODO CROMATOGRAFICO

La precision del método cromatografico desarrollado para la medida de los
ocho antibidticos B-lactamicos estudiados, se estimé en términos de la repetibilidad y

de reproducibilidad.

La repetibilidad del proceso se evalud a partir de la desviacién estandar relativa
(RSD) correspondiente a 3 inyecciones de una disolucion de 75 y 150 ug L1 de
penicilinas, utilizando idénticas condiciones experimentales en el mismo dfa de trabajo

y con el mismo operador [84].

Por otra parte, la reproducibilidad del método analitico desarrollado se estimé
analizando varias muestras de control (n = 3), a los mismos niveles de concentracion,

preparadas e inyectadas en distintos dfas.

A partir de los resultados que se muestran en la tabla 76, podemos concluir que
el método cromatografico puesto a punto proporciona la obtencién de medidas
precisas, con una desviaciéon estandar relativa inferior al 6%, cuando son realizadas en

dias distintos.
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Tabla 76. Estudio de repetibilidad y reproducibilidad del proceso cromatogrdfico para la
determinacion de antibioticos f-lactamicos (n = 3).

. Repetibilidad Reproducibilidad
Antibi6tico Concentrﬁcllon, (en el dia) (entre dias)
ng mL;
8 R, % RSD, % R, % RSD, %
O 75 97 2 102 2
150 94 4 96 6
75 104 0.2 106 0.9
AMPI
150 102 4 101 2
75 95 3 98 4
PENG
150 95 2 98 5
75 96 4 97 4
PENV
150 96 4 96 5
75 99 0.2 96 0.3
OXA
150 98 2 99 3
75 101 0.1 101 3
CLOX
150 98 2 98 2
75 103 0.4 98 1
NAFCI
150 97 0.5 96 1
75 101 3 100 3
DICLOX
150 98 0.3 96 5

4.2.3.4. ESTUDIO DE INTERFERENCIAS

Utilizando las condiciones cromatograficas optimizadas en el apartado 4.2.3.3,,
se han analizado otros antibiéticos que potencialmente podrian encontrarse en el
mismo tipo de matriz que las 8 penicilinas estudiadas y, por tanto, interferir en su

cuantificacion.
Los resultados conseguidos se muestran en la tabla 77.

Los tiempos de retencién y resolucion obtenidos para todos los analitos
ensayados, indican que ninguno de los antibiéticos ensayados interfiere con los

compuestos de interés (R > 1).
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Tabla 77. Tiempos de retencion y resolucion para los antibidticos empleados en el estudio de
interferencias. Condiciones: Columna Phenomenex LUNA® Ci5, 5 um, 4.6 x 150 mm, caudal 1.5 mL
min”, 2220 nm, modo gradiente acetonitrilo-agua (0.01% TFA).

Antibiético t,, min Wi/2 R,
AMOX 6.46 0,0492 0,628
CLAV 6.52 0,0632
5,85
CEFAP 7.08 0,0492
2.79
AMPI 7.35 0,0477
4.13
ENRO 7.74 0,0632
0,690
TCY 7.82 0,0535
9.19
DOXY 8.69 0,0577
7,81
DDS 9.52 0,0672
0,33
CLOR 10.25 0,0682
10,6
PENG 11.75 0,0988
7,16
PENV 13.15 0,131
6.02
OXA 15.65 0,162
9.07
CLOX 17.15 0,219
3,20
NAFCI 18.55 0,291
DICLOX 22.15 0,147 9,66

Abreviaturas: AMOX: amoxicilina, AMPI: ampicilina, PENV: penicilina 17, PENG: penicilina G,
OXA: oxacilina, CLOX: cloxacilina, DICLOX: dicloxacilina, NAFCI: nafcilina, CEFAP: cefapirina,
CLAV: dcido clavulanico, ENRO: enrofloxcacina, CIPRO: ciprofloxacina, CLOR: cloramfenicol, TCY:
tetraciclina, DDS: dapsona, w,: anchura de pico a media altura.

Finalmente destacar que, las caracteristicas analiticas y la calidad de los
parametros cromatograficos obtenidos mediante este procedimiento en términos de
sensibilidad, reproducibilidad, factor de retencion y resolucion entre picos cromatograficos, son

mejores que los obtenidos mediante el método basado en la derivatizacion
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precolumna. Por otra parte, la rapidez y sencillez de la puesta a punto del método y la
ventaja que supone el no utilizar reactivos tixicos, hacen de éste procedimiento una
buena alternativa para la determinaciéon cromatografica de antibiéticos B-lactamicos

con deteccidén UV-visible.

Teniendo en cuenta estos aspectos, los estudios de extracciéon vy
preconcentracion optimizados en este Capitulo, se llevaron a cabo empleando este
procedimiento de separaciéon basado en HPLC-DAD sin derivatizacion

precolumna.
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4.3. ESTUDIO DE PRECONCENTRACION EMPLEANDO CARTUCHOS
EN FASE SOLIDA (SPE)

Los valores de los LMRs establecidos por la Unién Europea para los
antibidticos B-lactamicos en alimentos de origen animal [85] y las concentraciones de
los mismos encontradas habitualmente en muestras medioambientales son muy
inferiores a los obtenidos empleando un método cromatografico optimizado [58,806].
Por todo ello, fue necesario poner a punto un método de preconcentraciéon basado en
extraccion en fase solida (SPE) que permitiera su aplicacion para el analisis de este tipo

de muestras.

Los cartucho SPE se emplean de forma habitual para la preconcentracion de
antibidticos sin embargo, en la mayoria de los casos, las recuperaciones obtenidas son

bajas y/o poco reproducibles, sobre todo en muestras medioambientales.

Se han evaluado dos tipos de cartucho SPE para su utilizacién en el proceso de
preconcentracion y limpieza de las penicilinas estudiadas y su posterior aplicacion a

muestras de agua residual y de leche.

Los cartuchos seleccionados fueron:

- Bond Elut Css, que contiene un adsorbente de naturaleza apolar [87] y de uso

extendido en la preconcentracion de penicilinas en alimentos.

- Oasis MAX cuyo adsorbente posee una naturaleza mixta. Por una parte,
tiene lugar un mecanismo en fase inversa al estar constituido por un polimero
de naturaleza apolar (N-vinil pirrolidona/ divinilbenceno) y un mecanismo de
intercambio aniénico, ya que el adsorbente posee grupos catidnicos de tipo

dimetil butil amonio.

Para establecer las condiciones 6ptimas del procedimiento de extraccion en fase
solida (SPE), se han evaluado varios factores, como son: pH de la muestra,
composicion de las disoluciones de lavado, condiciones de elucién y volumen
de ruptura (maximo volumen de muestra que permite una recuperacion cuantitativa

de los analitos).
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4.3.1. INFLUENCIA DEL pH DE LA DISOLUCION DE CARGA

Dada la naturaleza i6nica de las penicilinas, el pH va a afectar criticamente a la

retencion de las mismas en el cartucho.

Las penicilinas, en medio acuoso, pueden presentarse bien como especies
neutras, anionicas o, en el caso de AMOX y AMPI, de forma intermedia (especie
zwiterionica u anfotérica) debido a la presencia de un grupo carboxilico y otro amino

en sus estructuras moleculares (Capitulo I).

Para evaluar la influencia del pH de la muestra en el proceso de
preconcentracion, se prepararon disoluciones reguladoras con pH comprendidos entre

3.0y 8.5, conteniendo 6 pg de cada uno de los 8 antibidticos.

En la figura 124, se muestra la variacion de la recuperacion de cada uno de los

compuestos estudiados en funcién del pH de la disolucién de carga.
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Figura 124. Influencia del pH sobre el porcentaje de recuperacion de los antibidticos [-lactamicos en: (a)
Cartucho Oasis MAX (RSD =1 — 7%, n = 3) y (b) Cartucho Bond Elut C;3 (RSD = 1 — 4%, n = 3). (m) AMOX,
(m) AMPI, (m) PENG, (m) PENV, () OX4, (m) CLOX, (m) NAFCI y (=) DICLOX. Tipo de muestra: disolucion
reguladora conteniendo 6 ug de cada uno de los antibioticos. Volumen de muestra: 50 mL.

En el caso de los cartucho Oasis MAX| los mejores resultados se obtuvieron
para valores de pH entorno a 7.5 — 8.0, con recuperaciones comprendidas entre 99 y
107% (tigura 124). En estas condiciones, pH > pK,, las penicilinas se encuentran en

su forma basica y son retenidas por el absorbente mediante el mecanismo mixto del



Resultados y Discusion

soporte. A pH superiores a 9.0, las recuperaciones decrecen paulatinamente, debido a

la hidrolisis de las penicilinas en medio basico [72].

El comportamiento de AMOX y AMPI se explica teniendo en cuenta sus
propiedades acido-base. A bajos pH, al igual que el resto de penicilinas, se encuentran
en forma acida, con el grupo carboxilico y amino protonados, mostrando una débil

retencion en el soporte.

Sin embargo, a pH 7.5, cuando se hayan su forma zwiterionica, las
recuperaciones son cuantitativas, demostrando que la presencia de una carga positiva

no afecta negativamente al proceso de retencion.

Por otra parte, el adsorbente del cartucho Bond Elut Cis muestra una afinidad
moderada por los antibidticos, que se incrementa para pH mayores de 4.0, hasta un

valor maximo a pH 8.0 (tigura 124).

4.3.2. ELECCION DE LA DISOLUCION DE LAVADO

El disolvente de lavado ideal sera aquel que elimine las impurezas retenidas en

el adsorbente, sin afectar a la retencién y posterior recuperacion de los analitos.

En el caso del cartucho Oasis MAX, se ensayaron varias mezclas
hidroorganicas de metanol-disoluciéon tampén a diferentes pH (7.5, 8.0 y 8.5) segun el

procedimiento descrito en el apartado 3.3.2.1. de la Parte Experimental.

En la tabla 78 se recogen las recuperaciones obtenidas para los tres lavados

ensayados en presencia de un 5% de modificador organico.

El eluyente que proporciona, en términos generales, mejores porcentajes de
recuperacion es la mezcla metanol-agua (PB 50 mmol L1, pH 7.5) (5:95, v/v). Como
se puede observar, a pH mas basicos se incrementa significativamente la degradacion
de algunas penicilinas, en especial de la nafcilina, cuyo producto de degradacién
aparece al mismo tiempo de retenciéon de la PENG, con lo que se produce una

sobreestimacion del porcentaje de recuperacion de la misma [406].
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Por otra parte, se evalu6 el efecto del incremento de modificador organico en la
disolucién de lavado. Se comprobé que el empleo de cantidades de MeOH > 5%

producian pérdidas para amoxicilina y ampicilina superiores al 50%.

Tabla 78. Porcentajes de recuperacion obtenidos para los antibidticos [-lactamicos estudiados en
funcion del pH de la disolucion amortiguadora de la mezcla hidroorganica utilizada (metanol 5%)
para el lavado de los cartuchos Oasis MAX.

Recuperacion, %o*

Antibidtico
pH 7.5 pH 8.0 pH 8.5
AMOX 89 89 84
AMPI 94 93 88
PENG 105 131 137
PENV 90 80 80
OXA 90 84 80

CLOX 87 90 91
NAFCI 72 54 38

DICLOX 89 87 83

*RSD =2 —10%, n=3.

En el caso de los cartuchos Bond Elut Cis, se descartd una etapa intermedia
de lavado, ya que incluso disoluciones acuosas puras (disolucién reguladora PB 0.1

mol L1, pH 8.0), producian pérdidas significativas de los antibiéticos estudiados.

4.3.3. ELECCION DE LA DISOLUCION DE ELUCION

Para seleccionar el tipo mas adecuado de eluyente se ensayaron, en idénticas

condiciones, diferentes mezclas hidroorganicas.

Para el cartucho Bond Elut Css, se ensayaron diferentes proporciones de
metanol-agua (PB 0.1 mol L1, pH 8.0) (20:80, 30:70, 50:50 y 60:40, v/v) y se
seleccion6 como disolvente 6ptimo, 2 mL de la mezcla metanol-agua (PB 0.1 mol L1,

pH 8.0) (60:40, v/v).
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Para los cartuchos Oasis MAX siguiendo las recomendaciones del fabricante,
se evaluaron diferentes mezclas de metanol o acetonitrilo con acido acético (1 — 3%),

acido trifluoroacético (0.1 — 2%) y acido férmico (1 — 3%).
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Figura 125. Influencia del pH de la disolucion de elucion sobre la estabilidad de la NAFCI: (a) pH 5.79, (b)
3.09y (c) 10.61. (-) PENG y (-) NAFCI.

Las mejores recuperaciones se obtuvieron utilizando 2 mL de acido férmico al
2% en metanol. Desafortunadamente, la degradacion de la NAFCI en esta disolucion
result6 ser superior al 20%, para un tiempo de analisis inferior a 7 h. Ademas, uno de

sus productos de degradacion tanto enmedio acido como basico, presenta un factor de

retencion similar al de la PENG (figura 125).

Teniendo en cuenta la naturaleza i6nica del adsorbente y los trabajos que a este
respecto se describen en la bibliografia consultada [88], la adicién de iones a la
disolucién eluyente, tales como el i6n hidréxido, borato, bicarbonato, etc., pueden
favorecer la elucion de las penicilinas evitando la hidrolisis observada en medios acidos

y basicos.

En este sentido, el tetra-n-butilamonio hidrégeno sulfato (TBA), par i6énico con
estructura y carga comparable a los grupos catidnicos de las aminas cuaternarias que
forman parte de la fase estacionaria del adsorbente Oasis MAX, podria ser un

candidato 6ptimo para conseguir una disoluciéon metanolica neutra de alta capacidad

eluotropica [88,89] (figura 120).
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W

Figura 126. Estructuras de los iones implicados en el proceso de adsorcion/elucion de las penicilinas del
cartucho Oasis MAX mediante el disolvente TBA en MeOH: (1) PENG, (2) y (4) TBA: tetra-n-butilamonio
hidrogeno sulfato y (3) estructura polimérica del adsorbente.

Los estudios de estabilidad llevados a cabo para todas las penicilinas ensayadas

en disoluciones de TBA en metanol o acetonitrilo, demostraron que ninguna de ellas

presentaba indicios de degradacion apreciable para un tiempo inferior a 18 h.

En la figura 127 se muestran las recuperaciones obtenidas para cada uno de los
antibiéticos B-lactamicos estudiados cuando se utiliza como eluyente TBA en metanol

a diferentes concentraciones (0.01 — 0.2 mol I-1).
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Figura 127. Efecto de la concentracion de TBA en el disolvente de elucion (MeOH) sobre la recuperacion de los
antibioticos [-lactamicos en un cartucho Oasis MAX. (m) AMOX, (m) AMPI, (m) PENG, (m) PENV, () OXA,
(m) CLOX, (m) NAFCI y (m) DICLOX. Tipo de muestra: disolucion reguladora que contiene 0.12 ug mL” de
cada uno de los antibiéticos. RSD = 0.2 — 4% (n=3).
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A la vista de los resultados obtenidos, se puede afirmar que el eluyente que

proporciona mejores porcentajes de recuperacion para los cartuchos Oasis MAX, con

una elevada reproducibilidad (RSD = 0.2 — 4%, es el TBA 0.05 mol L-! en metanol.

4.3.3.1. OPTIMIZACION DE LA INYECCION DE LOS EXTRACTOS DE SPE: ADICION DE UN

DISOLVENTE FOCALIZADOR

Las disoluciones eluidas de ambos cartuchos contienen un porcentaje muy
elevado de metanol, por lo que su inyecciéon directa en la columna produce una

importante distorsiéon de los picos cromatograficos.

Este fenémeno puede atribuirse al mayor poder eluotrépico de las disoluciones
metanol-agua (PB 0.1 mol L1, pH 8.0) (60:40, v/v) y metanol (0.05 mol 11 de TBA)

con respecto a la fase moévil.

Este problema puede solventarse mediante la evaporacion del disolvente
organico seguida de una reconstituciéon del extracto en la fase mévil o bien, en otro
disolvente con menor poder eluotropico [90]. Sin embargo, esta alternativa se descarto

ya que se producia una descomposicion importante de las penicilinas estudiadas.

Se decidi6 por ello realizar diluciones de los eluatos obtenidos con agua milli-Q),
que actia como disolvente focalizador, concentrando el pico cromatografico y
aumentando la sensibilidad del ensayo [91]. Las mezclas ensayadas de eluato-agua
fueron 7:3 (v/v), 6:4 (v/v) y 1:1 (v/v), siendo esta dltima la que proporcionaba

mejores resultados.

Finalmente, destacar que la dilucién se ha realizado de modo automatico por el

inyector del cromatografo, lo que asegura una buena reproducibilidad.

En la tabla 79, se resumen las condiciones 6ptimas para la preconcentracion,

limpieza y elucién de los 8 antibidticos B-lactamicos, tanto en el cartucho Oasis

MAX, como en el Bond Elut.
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Tabla 79. Condiciones optimizadas para la extraccion/preconcentracion de los antibioticos [
lactamicos de interés en los cartuchos Oasis MAX y Bond Elut Cs.

Etapa Oasis MAX Bond Elut C;4
6 mL metanol 10 mL metanol
6 mL agua milli-Q 10 mL agua milli-Q

Preacondicionamiento
6 mL PB 0.05 mol L', pH 7.5 5 ml. NaCl 2%

: 5ml PB 0.1 mol ", pH 8.0

Carga de muestra filtrada y ajustada a pH 7.5 filtrada y ajustada a pH 8.0
6 mL metanol-agua
Lavado (PB 50 mmol L1, pH 7.5) -
(95:5, v/v)
Elucion 2 mL metanol 2 mL metanol-agua
ueto (TBA 0.05 mol L") (PB 0.1 mol L") (60/40, v/v)

Abreviaturas: PB: rampin fosfato.

4.3.4. CALCULO DEL VOLUMEN DE RUPTURA

El volumen de ruptura permite conocer cual es el volumen maximo de muestra
que se puede pasar a través del cartucho sin que se produzca una disminucion

significativa del porcentaje de recuperacion del analito.

Para realizar el estudio, se han preparado diferentes disoluciones reguladoras
conteniendo 6 pg de cada antibiético con volimenes comprendidos entre: 10 — 500
mL (PB 0.1 mol L', pH 8.0), para cartuchos Bond Elut Cis y 20 — 1000 mL (PB 50
mmol L1, pH 7.5), para cartuchos Oasis MAX.

Los resultados obtenidos para cada tipo de soporte se recogen en la figura 128,

donde se representa el porcentaje de recuperacion frente al volumen estudiado.

Los resultados obtenidos muestran que las recuperaciones conseguidas para 500
mL de muestra empleando cartuchos Bond Elut Cis son del orden del 80%, excepto
para los antibiéticos mas polares, amoxicilina y ampicilina, que presentan

recuperaciones entorno al 40%.
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Por otro lado, el uso de cartuchos Oasis MAX, para la preconcentracion de
1000 mL de muestra, proporciona excelentes recuperaciones supetiores al 90% (RSD
< 9%) para todas las penicilinas, exceptuando la AMOX, que alcanza un porcentaje de

recuperacion del 50%.

En estas condiciones, el empleo del cartucho Oasis MAX permite un factor
de preconcentracion de ca. 500, lo que demuestra la notable eficiencia del proceso de
preconcentracion atribuible a la elevada superficie especifica del polimero asi como su

mecanismo mixto de adsorcion.
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Figura 128. Influencia del volumen de muestra sobre el porcentaje de recuperacion de los antibidticos [-
lactamicos en: (a) Cartucho Oasis MAX (RSD = 2 — 9%, n = 3) y (b) Cartucho Bond Elut C;3 (RSD =2 — 6%, n
= 3). (m) AMOX, (m) AMPI, (m) PENG, (m) PENV, () OXA, (m) CLOX, (m) NAFCI y (n) DICLOX. Tipo de
muestra: disolucion reguladora que contiene 6 ug de cada uno de los antibioticos.

Por todo ello, se ha elegido el cartucho Oasis MAX para posteriores ensayos, ya
que con ¢l se obtienen recuperaciones para todos los antibidticos evaluados

comparables o incluso mejores que los descritos en bibliografia [45].

Los limites de deteccion obtenidos en agua se encuentran comprendidos
entre 8 y 24 ng L-1 (1000 mL de muestra) y los limites de cuantificacion entre 27 y

80 ng L1 (1000 mL de muestra) (ver tabla 80).
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Tabla 80. Limites de deteccion y cuantificacion obtenidos para las ocho penicilinas de interés tras la
preconcentracion de 1000 mL de agua y calculados como tres veces y diez veces la relacion
sefial/ruido, respectivamente.

Antibiético LD,pgL'  LQ,pgL’

AMOX 0.017 0.057
AMPI 0.008 0.027
PENG 0.016 0.053
PENV 0.024 0.080
OXA 0.011 0.037
CLOX 0.012 0.040
NAFCI 0.008 0.027
DICLOX 0.021 0.070
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4.4. DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN
MUESTRAS REALES

4.4.1. DETERMINACION DE PENICILINAS EN MUESTRAS DE AGUAS RESIDUALES

El método cromatografico desarrollado, basado en la extracciéon SPE con
cartuchos de mecanismo mixto Oasis MAX y cromatografia liquida con deteccion
UV-visible (HPLC-DAD), se ha aplicado a la determinacién de penicilinas en muestras
de agua residual procedentes de un vertido industrial y del efluente de entrada (EE) y

de salida (ES) de una estacién depuradora EDAR.

En términos generales, la eficiencia del proceso de preconcentracion de los
antibiticos B-lactamicos en muestras de aguas residual, depende notablemente de los

componentes de la matriz [49,92,93].

Teniendo en cuenta este aspecto y siguiendo el procedimiento optimizado en el
apartado 4.3. de este Capitulo, se evaluo la recuperacion obtenida para cada uno de los
antibidticos (2.5 pg) adicionados a 100 mL de muestra de agua residual, tras
comprobar que se encontraba libre de los antimicrobianos estudiados a los limites de

deteccion del método propuesto.

En la tabla 81 se muestran los porcentajes de recuperaciéon obtenidos a para el

agua residual tomada del efluente de la EDAR.

Los valores obtenidos en todos los casos son inferiores a los conseguidos para
disoluciones acuosas estandar. Este hecho puede atribuirse a la elevada concentracion
de materia organica y dcidos himicos de las muestras, que afecta negativamente a la
retencion de los antibidticos. Este efecto es mas drastico en el caso de AMOX, para la

que se obtienen recuperaciones inferiores al 4%, al utilizar el cartucho Bond Elut Cis.

No obstante, el cartucho Oasis MAX permite recuperaciones superiores al 86%
para todos los compuestos (AMOX, 76%) con valores de RSD comprendidos entre 1
y 9%. Estos resultados son superiores a los obtenidos con el soporte Bond Elut Cis u
otros descritos en bibliograffa para el mismo tipo de compuestos y muestras de la

misma naturaleza [45,50,51].
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Tabla 81. Comparacion de los porcentajes de recuperacion obtenidos en la preconcentracion de 100
mL (2.5 ug de penicilinas) de una muestra de agua residual utilizando cartuchos Bond Elut Cig
(Varian) y Oasis MAX (Waters) (n = 3).

Antibiético Bond Elut C,g Oasis MAX

R, % RSD, % R, % RSD, %
AMOX 4 3 e q
AMPI 46 15 93 -
PENG 55 5 - A
PENV 51 12 36 g
OXA 40 6 96 1
CLOX 73 2 97 >
NAFCI 60 4 91 9
DICLOX 36 3 ~ ;

Para calcular el volumen de ruptura de los cartuchos para este tipo de muestras,
se procedi6 a preconcentrar diferentes cantidades de agua (25 — 500 mL) enriquecidas

con 2.5 pg de cada antibidtico.

100 - ,/‘\v
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Recuperacion, %

40 A

20

0 100 200 300 400 500
Volumen, mL

Figura 129. Influencia del volumen de muestra sobre el porcentaje de recuperacion de los antibidticos [-
lactamicos en un cartucho Oasis MAX. (m) AMOX, (m) AMPI, (m) PENG, (m) PENV, () OX4, (m) CLOX, (m)
NAFCI y (n) DICLOX. Tipo de muestra: agua residual conteniendo 2.5 ug de cada uno de los antibioticos.
(RSD =0.3—13%,n=3)

Los resultados obtenidos (figura 129) indican que el volumen de ruptura para

AMOX y OXA disminuye significativamente a medida que aumenta el volumen de
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muestra cargada en el cartucho. Ademas, la percolacién de volumenes de muestra

superiores a 250 mL produce una drastica saturacion del cartucho SPE.

La repetibilidad y reproducibilidad del método propuesto para el analisis de

muestras de aguas residuales, se ha estimado en términos de desviacién estandar

relativa (RSD).

Para evaluar la repetibilidad (en el dia) del método propuesto, en términos de
exactitud y precision, se han analizado 250 mL de efluente de depuradora enriquecido
con 2.5 ug de cada una de las penicilinas, segun la metodologia propuesta. A partir de
los datos mostrados en la tabla 82, podemos concluir que el procedimiento
cromatografico desarrollado proporciona resultados satisfactorios con recuperaciones
comprendidas entre 90 y 97% y valores de RSD inferiores al 7% (AMOX 44%, RSD
6%).

A continuacion se estudio la reproducibilidad del método analizandose en tres
dias distintos, tres muestras independientes de aguas residuales (250 mL) enriquecidas
al mismo nivel de concentracion (2.5 pg). En la tabla 82 se presentan los resultados
obtenidos, que demuestran la buena precisiéon del método (RSD 0.8 — 12%) para todos
los antibidticos B-lactamicos ensayados, a excepcion de la AMOX, con un eficiencia

del proceso de preconcentracion del 41% (RSD 9%).

Tabla 82. Repetibilidad y reproducibilidad obtenida para la preconcentracion de 250 mL de agua
residual ES conteniendo 2.5 ug de cada una de las penicilinas estudiadas (n = 3).

Repetibilidad (en el dia) Reproducibilidad (entre dias)

Antibidtico
R, % RSD, % R, % RSD, %

AMOX 44 6 41 9

AMPI 92 1 91 2
PENG 97 3 106 12

PENV 92 3 95 5
OXA 96 7 89 11

CLOX 90 2 91 2
NAFCI 92 0.3 92 0.8

DICLOX 97 3 92 8
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Paralelamente, el procedimiento desarrollado se aplicé al analisis de penicilinas
en muestras de agua residual de origen industrial y urbano (efluentes de depuradora)
enriquecidas con los antibidticos. Los limites de deteccion obtenidos después de la

preconcentracion de 250 mL de cada muestra, se recogen en la tabla 83.

Tabla 83. Limites de deteccion obtenidos para las ocho penicilinas de interés tras la
preconcentracion de 250 mL de agua residual y de distinta concentracion.

LD, ug L

Antibiotico  Disolucién  Agua residual Agua residual Agua residual
reguladora® industrial EE’ ES’
AMOX 0.017 5.9 ND* 4.2
AMPI 0.008 5.7 ND 3.7
PENG 0.016 25.6 12.4 12.7
PENV 0.024 8.3 2.5 8.0
OXA 0.011 11.2 4.3 2.8
CLOX 0.012 7.5 10.3 4.0
NAFCI 0.008 2.9 3.3 2.2
DICLOX 0.021 3.6 0.4 3.2

21000 ml., 250 ml., ND: 7o detectado.

Los valores obtenidos para amoxicilina y ampicilina son comparables a los
descritos por Lindberg y col. en aguas residuales de origen hospitalario empleando
HPLC-ESI-MS y SPE con cartuchos Isolut C2/ENV+ [51] o incluso menores. Por
ejemplo, Morse y col. [92] han descrito un método para la determinacién de AMOX

en aguas residuales con limites de cuantificacion de 150 ug L1

La mayor conductividad (849 uS cm) del efluente de entrada (EE) en
comparacion con el efluente de salida (ES) (569 uS cm) y el agua residual industrial

(468 uS cm ), podria justificar la ausencia de retencion de los antibiéticos mas polares

(AMOX y AMPI) en el cartucho.

En la tabla 84 se muestran los valores de recuperaciéon obtenidos para muestras
de agua residual industrial y aguas EE y ES de la EDAR enriquecidas con 25y 75 ug
L1 de cada uno de los ocho antibiéticos. Los cromatogramas correspondientes se

muestran en la figura 130.
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Figura 130. Cromatogramas obtenidos después de la limpieza y preconcentracion de aguas residuales (250 mL)
empleando cartuchos Oasis MAX: (a) agua residual industrial, (b) efluente de entrada de EDAR y (c) efluente
de salida de EDAR. (--) muestra sin enriquecer y (-) muestra enriquecida con los ocho antibiéticos S-lactamicos
(25 pug L™): (1) AMOX, (2) AMPI, (3) PENG, (4) PENV, (5) OXA, (6) CLOX, (7) NAFCI y (8) DICLOX. Los
cromatogramas correspondientes a las aguas enriquecidas se encuentran elevados 30 mAU con respecto a los
cromatogramas sin enriquecer.
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Tabla 84. Estudio de recuperacion para las penicilinas estudiadas en aguas residuales de una
estacion EDAR en las condiciones 6ptimas de medida (tabla 24) (n=3).

Agua residual de estacion depuradora EDAR
Efluente de entrada (EE) Efluente de salida (ES)
Antibidtico 25 o 1.1 75ug L’ 25pgL?'  75ugL?  25ugL! 75 ng L

R, RSD, R, RSD, R, RSD, R, RSD, R, RSD, R, RSD,
% % % % % % % % % % % %

Agua residual industrial

AMOX 54 6 46 1 ND* - ND - 39 9 45
AMPI 72 9 86 1 ND - ND - 90 3 95
PENG 88 4 91 1 28 11 50 9 114 10 99
PENV 74 11 85 3 70 3 74 3 98 3 99 0.7
OXA 77 7 84 2 87 4 91 3 83 5 85
CLOX 89 12 84 7 79 7 85 4 93 2 96
NAFCI 85 5 86 3 66 10 66 5 93 1 95 0.6
DICLOX 78 5 82 2 80 7 81 3 87 6 97 4

aND: 70 detectado.

Los resultados demuestran la aplicabilidad de los cartuchos Oasis MAX para la
preconcentracion de las penicilinas estudiadas en muestras complejas de agua residual
a niveles de pg L. La metodologia optimizada puede aplicarse facilmente, con la
intrumentacion adecuada, para una primera estimaciéon de la presencia de estos

analitos en muestras de esta naturaleza.
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4.4.2. DETERMINACION DE PENICILINAS EN MUESTRAS DE LECHE
4.4.2.1. SELECCION DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Como ya indicamos anteriormente, las estrategias que se utilizan para la
extraccion de antibidticos de muestras de leche, implican la precipitaciéon de proteinas
con disolventes organicos (eg. metanol, acetonitrilo), solos o en combinacién con
acidos fuertes (eg. HCI, H2SO4, TCA). Ademas, se han utilizado otras metodologias
preparativas, como son la desproteinizacion mediante sales inorganicas, ultrafiltracién

(apartado 1.1.1.), etc..

Se han evaluado seis procedimientos de desproteinizacion de la leche diferentes
para comprobar cual de ellos permitia obtener mejores recuperaciones de los
antibidticos estudiados. Los procedimientos empleados se describen detalladamente en

el apartado 3.3.4.2. y se indican a continuacion:

- Método 1: Desproteinizacion de la leche y extraccién de los antibidticos (-

lactamicos empleando acido clorhidrico.

- Método 2: Desproteinizacion de la leche y extraccion de los antibidticos (-

lactamicos empleando wolframato sédico en medio acido.

- Método 3: Desproteinizacion de la leche y extraccién de los antibidticos (-

lactamicos empleando wolframato sédico y sulfato de niquel en medio acido.

- Método 4: Desproteinizacién de la leche y extraccién de los antibidticos (-

lactamicos empleando acetonitrilo.

- Método 5: Desproteinizaciéon de la leche y extraccién de los antibidticos [-

lactamicos empleando n-hexano.

- Método 6: Desproteinizaciéon de la leche y extraccién de los antibidticos [-

lactamicos empleando ultracentrifugacion (UF).

Las recuperaciones se evaluaron para las ocho penicilinas (50 pg) adicionadas a
muestras de leche, tras comprobar que se encontraban libres de los antibidticos
estudiados a los limites de deteccion del ensayo propuesto. En el caso de los métodos

4, 5y 6 las cantidades de muestra ensayada son menores debido a las dificultades
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técnicas encontradas durante la aplicaciéon del método con volimenes de leche de 250

ml.. LLos resultados obtenidos se muestran en la tabla 85.

Tabla 85. Estudio de recuperacién de las penicilinas estudiadas en leche en funcion del
procedimiento de extraccion aplicado.

Recuperacion, %

Método 1* Método 2° Método 3° Método 4° Método 5° Método 6
Antibiético  (HCI) (WOs)  (WOg/Ni2¥)  (ACN) (n-hexano) (UF)

10
250 mL 250 mL 250 mL 100 mL 50 mL F1* gF .
AMOX 5 12 13 ND ND 64 24
AMPI 32 32 54 59 ND 66 25
PENG 35 79 83 78 1 76 19
PENV 50 86 73 66 2 67 13
OXA 50 78 66 32 1 58 7
CLOX 33 88 85 29 3 60 4
NAFCI 30 56 48 12 2 51 3
DICLOX 16 49 39 10 2 42  ND

*B1: membrana de celulosa (AMICON Ultra-4®), F2: membrana de polietersulfona (CENTRICON Plus-4®), "RSD =
5—15%, ><RSD =1 — 10%,9RSD = 6 — 12%, <RSD = 8 — 30%, 'RSD = 1 — 8%, ND: n0 detectado.

Como se deduce de la comparacion de los distintos procedimientos utilizados,
el empleo de wolframato sodico (wétodo 2) como agente precipitante permite obtener
mejores recuperaciones de cada antibiético que aquellas obtenidas mediante el
tratamiento con acido clorhidrico (wétodo 1) 6 con los procedimientos basados en la

extraccion con disolventes organicos (#zétodo 4 y 5).

Por otra parte, los resultados conseguidos con el étodo 3, basado en la adicion
de sulfato de niquel como agente precipitante (ver apartado 1.1.1.), no suponen una
mejora significativa de las recuperaciones obtenidas con el mwéfodo 2, por lo que se

descartd para futuros ensayos.

El rendimiento de extraccion mediante ultrafiltraciéon (UF), depende de la
naturaleza de la membrana de exclusién molecular. Asi, las recuperaciones obtenidas
con la membrana de polietersulfona (CENTRICON Plus-4%®) son muy pequefias, debido a
que se produce una adsorcién no especifica de las penicilinas en el filtro que aumenta

en el caso de los compuestos mas apolares. De hecho, cuando una disoluciéon acuosa
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de los antibiéticos se hace pasar a través del mismo filtro, se obtienen recuperaciones
comprendidas entre el 8 y el 92%. En el caso de la membrana de celulosa (AMICON
Ultra-4®), las recuperaciones obtenidas para la preconcentracién de 10 g de leche son
superiores al 40% (RSD < 8%) para todos los antibiéticos estudiados. Ademas, las
recuperaciones obtenidas empleando muestras acuosas fueron del 73 — 97% (RSD <

7%), superiores a las conseguidas con la membrana de polietersulfona.

En lineas generales, estos resultados son mejores que los obtenidos con los
otros procedimientos, sobretodo para las penicilinas anfotéricas AMOX y AMPIL. Sin
embargo, la necesidad de utilizar pequefias cantidades de muestra supone un obstaculo
para poder alcanzar los bajos limites de deteccion requeridos para este tipo de

muestras [85].

En consecuencia, se eligié el método 2 que consiste en la precipitacion de
proteinas empleando wolframato sédico como procedimiento de extracciéon ya que
permitirfa obtener buenos porcentajes de recuperaciéon para elevados volumenes de

muestra.

El extracto de leche obtenido tras este proceso, se limpia y preconcentra
mediante extraccion en fase sélida segun el procedimiento optimizado en el apartado

4.3. de este Capitulo (Parte Experimental, apartado 3.3.4.2.).

Los limites de deteccion y cuantificacién obtenidos después de la extraccion
y preconcentracion de 75 mL de muestra de leche segun el método propuesto, se

recogen en la tabla 86.

Los valores de LD obtenidos para las penicilinas isoxazoélicas (OXA, CLOX y
DICLOX) y NAFCI, son comparables a los obtenidos por otros autores mediante
otros métodos cromatograficos con deteccion UV [14,32] y son inferiores a los LMRs
establecidos por la legislacion [85]. Asi pues, el método puesto a punto permite la
determinacién de estos antibidticos sin necesidad de emplear HPLC-MS o métodos

tediosos de derivatizacion aplicados a su analisis mediante HPLC-UV.

Sin embargo, en el caso de AMOX, AMPI y PENG, los limites de deteccion

obtenidos se encuentran por encima de los LMRs establecidos por la legislacion [85] (4
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ug L1), por lo que para trabajos futuros, deben buscarse nuevas alternativas que

permitan mejorar la sensibilidad del proceso cromatografico descrito.

Tabla 86. Limites de deteccion y cuantificacion obtenidos para las ocho penicilinas de interés tras la
preconcentracion de 75 mL de leche y calculados como tres y diez veces la relacién sefial/ruido,
respectivamente.

Antibiético LD,ngmL' LQ,ng mL"

AMOX 99.8 333
AMPI 26.6 88.7
PENG 19.2 64.1
PENV 15.4 51.5
OXA 7.3 24.2
CLOX 8.9 29.5
NAFCI 0.9 2.9
DICLOX 2.8 9.3

La precision del método propuesto se ha evaluado en términos de
repetibilidad (en el dia) y reproducibilidad (entre dfas) analizando 75 g (ca. 75 mL)
de leche enriquecida con 30 y 50 pug L1 de los antibiéticos estudiados, siguiendo la

metodologia propuesta.

A partir de los datos mostrados en la tabla 87, se comprueba que las

recuperaciones conseguidas tanto en los ensayos de reproducibilidad como en los de

repetibilidad son satisfactorios > 88% (RSD < 8%).

Estos resultados son comparables o incluso mejores a algunos trabajos
descritos en la bibliograffa para el mismo tipo de compuestos y muestra, empleando

HPLC-UV [33] y HPLC-ESI-MS/MS [94] y utilizando, en ambos casos, cartuchos Cis

como sistema de preconcentracion.

En la figura 131 se presenta el cromatograma correspondiente a un extracto de
leche obtenido empleando el procedimiento descrito en el apartado 4.5.2.1. (método 2) y
el correspondiente a una muestra de leche enriquecida con 2.25 ug (30 ng mL-1) de
cada uno de los ochos antibidticos estudiados, analizada siguiendo el procedimiento

optimizado.
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Tabla 87. Estudio de recuperacion realizado en muestras de leche enriquecidas con la penicilinas
estudiadas (30 y 50 pg L™) empleando el procedimiento optimizado (n = 3).

e e o
ng mL!
AMOX 30
50
AMPI 30
50
PENG £l
50
PENV =
50
OXA 30
50
CLOX =l
50
NAFCI =l
50
DICLOX 30
50

aND: n0 detectado.

Repetibilidad (en el dia)
RSD, %

R, %
ND*
ND
ND
ND
<1LQ
103
<LQ
104
103
100
96
102
98
100
93
93

0.7
0.6
0.7

0.8
0.2

0.6

Reproducibilidad (entre dias)

R, %
ND
ND
ND
ND

<LQ
104

<LQ
101
104
99
98
106
99
98
93
89

RSD, %

I ~J

N

0.5

U = N~ 0 W —

140

120

100 —

80 —

60 -

40

Absorbancia, mAU

20

t, min

Figura 131. Cromatogramas obtenidos para 75 mL de una muestra de leche después de la extraccion mediante
wolframato sédico en medio &cido y preconcentracion con cartuchos Oasis MAX: (--) muestra sin enriquecer y
(5 muestra enriquecida con los ocho antibidticos Alactamicos (30 pg L™): (1) AMOX, (2) AMPI, (3) PENG, (4)
PENV, (5) OXA, (6) CLOX, (7) NAFCI y (8) DICLOX. Los cromatogramas correspondientes a la leche
enrigquecida se encuentran elevada 10 mAU con respecto al cromatograma sin enriquecer.
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4.4.2.2. APLICACION A LA DETERMINACION DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS EN LECHE

Se han analizado distintas muestras de leche obtenidas siguiendo un
procedimiento certificadoen el Instituto Lactolégico de Lekumberri (Navarra,
Espafia). Las muestras se centrifugan a 13800 g (4 °C) durante 30 min para eliminar la
materia grasa y seguidamente, el extracto se desproteinizé y preconcentré siguiendo el

procedimiento optimizado en este Capitulo (apartado 3.3.4. de la Parte Experimental).

En la tabla 88 se presentan las recuperaciones obtenidas para las distintas

muestras de leche analizadas.

Como puede observarse, los valores obtenidos fueron excelentes para todos los
antibiéticos y niveles de concentracion ensayados, exceptuando aquellas muestras en
las que la concentracion de los antibidticos era inferior a los LQQ establecidos en el

método cromatografico desarrollado.

Tabla 88. Estudio de recuperacion para las penicilinas estudiadas en leche en las condiciones
Optimas de medida (apartado 3.4.2.2.) (n = 3).

Anadida, Encontrada,

Muestra Antibiotico - L . I R, % RSD, %
2 SIS 50 <LQ ND -
1 150* 140 + 11 93 8
4 Blanco - ND ND -
3 AMOX 250* <LQ ND -
5 300 273 +£5 91 2
6 CLOX 900 791 £ 10 88 1
7 2700 2443 + 43 90 2

a1 olumen de muestra 45 ml., "WD: no detectado.
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4.4.3. DETERMINACION DE PENICILINAS EN MUESTRAS DE PIENSO
4.4.3.1. ESTUDIOS PREVIOS

Antes de realizar los estudios correspondientes a la optimizacién del proceso de
extraccion de amoxicilina y penicilina V, empleando la técnica PLE, se evalud la

estabilidad térmica de los analitos.

Con este fin, se calentaron disoluciones de ambos antibioticos en acetonitrilo,
agua y metanol durante 10 y 20 min, a 50 °C y a dos niveles de concentracion,
similares a los adicionados habitualmente en piensos medicados: 200 mg kg1 (50 mg

L) y 500 mg kg'! (125 mg L-1).

Las disoluciones se analizaron por cromatografia y los resultados obtenidos se
recogen en la tabla 89. Ambas penicilinas permanecen estables cuando el disolvente es
agua o acetonitrilo. Sin embargo, cuando el disolvente es metanol, se produce una
degradacion de ambos compuestos superior al 65% en un tiempo inferior a 20 min.
En consecuencia, dicho disolvente fue descartado como posible disolucién

extractante.

Tabla 89. Recuperacion obtenida para AMOX y PENV tras incubacion a 50 °C en diferentes
disolventes (RSD = 0.2 — 7%, n = 3).

Agua Acetonitrilo Metanol
Antibiético, mg kg'1 10min 20min 10min 20min 10 min 20 min
R, % R, % R, % R, % R, % R, %

200 100 99.5 100 92 81 45
AMOX

500 100 100 100 98 88 42

200 100 100 100 100 84 62
PENV

500 100 100 100 100 76 60

Tras realizar las primeras extracciones de la muestras de pienso, se observo un
importante grado de turbidez del extracto, por lo que era necesario una etapa adicional

de filtrado antes del analisis cromatografico.

Para descartar una posible retencién inespecifica de los analitos en los filtros, se

evaluaron membranas de distinta naturaleza (acetato de celulosa, fibra de vidrio y
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nylon) para la filtracién de 10 mL de una disolucién de 50 mg L1 de AMOX y PENV.
Se comprobé que las recuperaciones obtenidas eran satisfactorias en todos los casos

(ca. 100%).

4.4.3.2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION

Teniendo en cuenta la de estabilidad de la AMOX y la PENV en los distintos
disolventes no clorados, evaluados anteriormente (apartado 4.5.3.1.), se seleccionaron
agua, acetonitrilo y mezcla de ambos en distintas proporciones para llevar a cabo la

extraccion de los antibidticos en muestras de pienso.

Por lo que respecta a la temperatura de extraccion, se selecciono el valor de 50
°C para realizar el estudio, pues con ¢l se asegura la estabilidad térmica de los
compuestos en el tiempo que habitualmente suele durar un proceso de extraccion de

estas caracteristicas (< 15 min).

Los ensayos se realizaron empleando 5 g de una muestra de pienso enriquecido
con 200 mg kg! y 500 mg kgl de AMOX y PENV, segun se describe en el apartado
3.4.3. de la Parte Experimental, empleando un tiempo de precalentamiento de 5 min,

un volumen de flush del 60%, una presiéon de 1500 psiy 1 ciclo de extraccion.

De acuerdo con algunos autores [95] y, al igual que en el caso de las muestras de
aguas residuales y leche (apartados 3.4.1. y 3.4.2)), la calibracién debe realizarse
empleando disoluciones que tengan una composicion lo mas similar posible a la
muestra. Por ello se prepararon calibrados a partir de los extractos del blanco,
obtenidos en las distintas condiciones de extraccion y enriquecidos con ambas
penicilinas en el intervalo de 0 a 1000 mg kg! (0 — 250 mg L1). Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla 90.

Segun los resultados obtenidos para cada antibidtico, la mayor eficiencia de
extraccion para AMOX (ca. 86%) (RSD = 6%) se consigue con la mezcla
hidroorganica acetonitrilo-agua (25:75, v/v) y en el caso de PENV (ca. 95%) (RSD
< 3%) para la mezcla de extraccién acetonitrilo-agua (50:50, v/v). Mayores

proporciones de acetonitrilo disminufan la recuperaciéon de ambos analitos ya que son
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poco solubles en este disolvente. Por otra parte, un incremento del volumen de agua
en la mezcla de extraccidon origina extractos mds turbios y un incremento del efecto

matriz que disminuye la sensibilidad del ensayo.

Tabla 90. Influencia de mezcla de disolventes de extraccion en la recuperacion de 200 y 500 mg kg™
de AMOX y PENV en pienso utilizando extraccion presurizada con disolventes (PLE) (n = 3).

Mezcla de ARl AMOX PENV
disolventes "% Encontrada, R,  RSD, Encontrada, R,  RSD,
ACN Agua 8 mg kg % % mg kg % %
we | a 200 5.20 3 9 84.0 42 5
500 58.4 12 6 226 45 2
o | oas 200 48.9 24 4 150 76 9
500 11 22 5 419 84 3
5 | 5 200 113 57 3 190 95 2
500 296 59 3 470 94 3
o | s 200 171 86 6 122 61 5
500 400 80 2 301 60 7
o | 200 97.9 50 15 83 41 13
500 163 33 12 245 49 14

Abreviaturas: ACN: acetonitrilo.

El volumen total de disolvente que se va a emplear en el proceso de extraccion
depende de la combinacién de tres factores: nzmero de ciclos de extraccion, tamasio de la
célnla PLE y volumen empleado en cada extraccion (flush). E1 %oflush indica la cantidad de
disolvente (calculado en % con referencia al volumen de la célula de extraccion) que va

a ser utilizado.

Se han ensayado dos tamafios de célula diferentes, 22 y 11 mlL para la
extraccion de las penicilinas estudiadas en la misma masa de muestra (5 g de pienso).
En el primer caso, el extracto obtenido se enrasé a 50 mL y en el segundo, a 20 mL.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 132.

Las recuperaciones obtenidas demuestran que el aumento del tamafio de célula
no produce mejoras significativas en la extracciéon. Ademas, los limites de deteccioén
conseguidos en el caso de emplear células de 11 mL, fueron menores que cuando se

usaron las de 22 ml..
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Por otra parte, el volumen necesario para llevar a cabo el mismo tipo de
extraccion es inferior al empleado con la célula de mayor tamafio, lo que supone una

menor dilucién de la muestra y menor gasto de disolvente.

Recuperacion, %

Figura 132. Influencia del tamafio de la célula de extraccién PLE en la recuperacion de 200 y 500 mg kg™ de
AMOX y PENV en pienso. Condiciones de extraccion: (a) acetonitrilo-agua (25:75, v/v) y (b) acetonitrilo-agua
(50:50, v/v), T =50 °C, P = 1500 psi, 1 ciclo, volumen de “flush™ 60% (RSD = 3 — 9%, n = 3).

En general, la eficiencia de la extracciéon aumenta al hacerlo en niimero de
ciclos en los que se efectia el proceso, siendo el volumen total de disolvente,
constante. En la figura 133, se muestran las recuperaciones obtenidas para la PENV y

AMOX cuando el proceso de extraccion se llevé a cabo en las mismas condiciones,

empleando 1 ciclo (60% flush) 6 2 ciclos (120% flush).

Como puede observarse, un aumento del nimero de ciclos de extraccién, no
origina una mejora significativa de las recuperaciones obtenidas para ambos analitos,

incrementandose el tiempo del ensayo (de 13 a 20 min), cuando se realizan 2 ciclos.

Finalmente, se seleccioné 1 ciclo de extraccion para la realizaciéon del ensayo,

60% de flush y un tamafo de célula de extraccion de 11 mL.

El tiempo total del proceso de extraccion fue de 13 min por muestra, inferior

al descrito por Gamba y col. (50 min) para el analisis de AMOX y AMPI, empleando

478



Resultados y Discusion

como técnica de extraccion agitaciéon mecanica [96] y Gramse y col (35 min) para el
analisis de PENG procaina, empleando agitacién mecanica, sonicacién y SPE en

cartuchos Strata-X [97].

Recuperacion, %

500 1
Pen, (@)

Figura 133. Influencia del n° de ciclos de extraccion en la recuperacion de 200 y 500 mg kg™ de AMOX y PENV
en pienso. Condiciones de extraccion: (a) acetonitrilo-agua (25:75, v/v) y (b) acetonitrilo-agua (50:50, v/v), T =
50 °C, P = 1500 psi, volumen de célula 11 mL, volumen de “flush”” 60% (RSD = 3 — 9%, n = 3).

Una vez establecidas las condiciones optimas de extraccion de la PENV y
AMOX (tabla 65, apartado 3.4.3. de la Parte Experimental), se evalud la repetibilidad y
reproducibilidad del método propuesto analizando muestras de pienso enriquecido con
ambos antibioticos a 200 mg kg-! y 500 mg kg-! mediante el procedimiento optimizado

en el mismo dfa y en dfas distintos.

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 91, la precision obtenida
en todos los casos es excelente, con recuperaciones superiores al 80% para AMOX y
al 93% para PENV. Estos datos son comparables o incluso mejores a los obtenidos

empleando otras técnicas analiticas tales como ensayos microbiolégicos [98], o SPE-

HPLC-UV [97].
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Tabla 91. Repetibilidad y reproducibilidad obtenida para muestras de pienso (5 g) enriquecidas con
200y 500 mg kg™ de AMOX (RSD < 6%) y PENV (RSD < 3%) (n = 3).

Repetibilidad (en el dia) Reproducibilidad (entre dias)

g Anadida,

Antibiético mg kg Encontrada R, Encontrada R,
mg kg1 % mg kg1 %
200 +0. 84 + 86

T 168 £ 0.4 171 £10
500 401+ 1 80 40119 80

+ +

TR 200 190 £ 2 95 190 £ 4 95
500 465+ 1 93 470 £ 12 94

«Esctraccion mediante acetonitrilo-agna (25:75, v/ v), "Extraccion mediante acetonitrilo-agna (50:50, v/ v).

Los limites de deteccion y cnantificacion obtenidos para AMOX son de 7.3 mg kgl y
24.5 mg kg1, respectivamente y en el caso de PENV, el LD es de 3.4 mg kg'! y el LQ
de 11.3 mg kg!. Los valores calculados son semejantes [55,96,97] o incluso mejores
[99] que los obtenidos con otros procedimientos desarrollados para el mismo tipo de

muestra conteniendo concentraciones similares de penicilinas.

4.4.3.3. ANALISIS DE PENICILINA V EN UN PIENSO MEDICADO

El método analitico desarrollado se ha aplicado al analisis de PENV en un
pienso medicado con una concentracion de ca. 250 mg kg'! segin fabricante. Para ello
se ha seguido el procedimiento descrito en el apartado 3.4.3. de la Parte Experimental.
El cromatograma obtenido se muestra en la figura 134, donde se aprecia la ausencia de

picos correspondientes a la matriz al tiempo de retencion del analito.

En este punto, la selectividad obtenida es excelente teniendo en cuenta que los
piensos son matrices complejas de alto contenido proteico y carbohidratos que

dificultan la extraccién cuantitativa de las drogas de interés [100].

La validacion del método se realiz6 mediante estudios de recuperacion
adicionando cantidades crecientes (50 mg kgl y 100 mg kg!) de PENV sobre las

muestras de pienso medicado.
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200

150

100

Absorbancia, mAU

50 4

t, min

Figura 134. Cromatogramas obtenidos para los extractos conseguidos mediante PLE de (1) PENV (ca. 250 mg

kg™) de 5 g de (-) pienso medicado y (--) pienso sin medicar (blanco). El cromatograma correspondiente al
pienso medicado se encuentra elevado 10 mAU con respecto al cromatograma del blanco.

En la tabla 92 se muestran los valores de concentraciéon obtenidos para PENV
que no difieren de forma significativa con el declarado por el fabricante (250 = 50 mg
kg1). Ademas, los resultados se correlacionan perfectamente con los obtenidos

aplicando el inmunoensayo propuesto en el Capitulo V de esta Memoria.

Tabla 92. Andlisis de PENV en un pienso medicado mediante HPLC-DAD (n = 6) [101].

Valor PENV PENV
nominal’, afiadida, encontrada R, % RSD, %
mgkg’  mgkg’ mg kg’
0 196 £ 8 98 4
250 £+ 50 50 24019 96 3
100 286+ 8 95 3

“Valor nominal del pienso medicado: 2.5kg ton! de penicilina 1 potisica.
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e Se ha puesto a punto un método cromatografico para la determinaciéon de ocho
penicilinas (amoxicilina, ampicilina, penicilina G, penicilina V, oxacilina, cloxacilina,
nafcilina y dicloxacilina) mediante HPLC-DAD aplicable al analisis de rutina. De los
procedimientos cromatograficos puestos a punto, el método basado en la inyeccién
directa de muestra, sin derivatizacion precolumna, presenta un mejor
comportamiento en términos de sensibilidad, reproducibilidad, factor de retencion 'y
resolucion entre todos los picos cromatograficos. Las condiciones empleadas

permiten obtener la separacion de los picos cromatograficos en un tiempo maximo

de 28 min, con valores de resolucion superiores a 1.5, en todos los casos.

e Se han obtenido calibrados lineales en el intervalo de concentraciones estudiado,
para todos los antibidticos evaluados (AMOX, AMPI, PENG, PENV, OXA,
CLOX, NAFCI y DICLOX), con pendientes comprendidas entre (0.0796 =+
0.0002) y (0.3039 £ 0.0009) L nug!l. Los limites de deteccién se encuentran
comprendidos entre 6.6 — 21.1 pg L1, mientras que los de cuantificacién se situan
entre 22 y 70.3 uL-1. La reproducibilidad del método cromatografico, en términos

de RSD es de 0.1 y 6%, para una concentraciéon de antibiéticos de 75y 150 ug L1

e Se ha desarrollado un método de preconcentracion basado en extraccion en fase
solida (SPE) para los ocho antibidticos B-lactamicos estudiados, aplicandose al

analisis de diferentes tipos de muestra (eg. agua, agua residual, leche). Para ello se
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han evaluado dos tipos de adsorbentes: Bond Elut Cis, de naturaleza apolar, con
un mecanismo de adsorciéon basado en fase reversa y Oasis MAX, de naturaleza
mixta, con un mecanismo de adsorcion combinado entre fase reversa e intercambio
anionico. A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que el cartucho de
SPE Oasis MAX es el que proporciona una mejor recuperaciéon para todos los
antibi6ticos estudiados con valores comprendidos entre 82 y 97% (RSD = 2 — 9%)),

a excepcion de la AMOX, con una recuperacion del 52% (RSD < 8%).

e La metodologia propuesta se ha aplicado al analisis de matrices complejas de
aguas residuales empleando muestras procedentes de los caudales de entrada y
salida de una estaciéon depuradora de aguas residuales (EDAR), con diversos aportes
de contaminacién urbana. También se ha analizado un agua residual procedente de
un vertido industrial. Los resultados obtenidos proporcionan buenas recuperaciones
con excelentes reproducibilidades. En consecuencia, el procedimiento desarrollado
es adecuado para el analisis de penicilinas en agua residual a un nivel de
concentracion del orden de los pg I-1 y utilizando 250 mI. de muestra. Este es uno
de los pocos trabajos descritos en la bibliografia que permiten la determinacién de
estos antibiéticos en aguas residuales sin utilizar una deteccidon por espectrosmetria

de masa.

e E]l mismo procedimiento cromatografico se ha aplicado a la determinacién de las
ocho penicilinas en muestras de leche. Para ello, se han evaluado diferentes
procedimientos de precipitacion de proteinas para obtener extractos limpios que

puedan posteriormente ser preconcentrados adecuadamente mediante SPE.

e Se ha descartado la utilizacion de tratamientos de la leche con n-hexano,
acetonitrilo, clorhidrico y ultrafiltraciéon debido a las bajas recuperaciones obtenidas.
De todos los procedimientos evaluados, el tratamiento con NaxWO4/H2SOs, para
la precipitacion de proteinas de la leche, permite obtener recuperaciones superiores

y una mayor eliminacién de la materia endégena de la leche.

e Se han obtenido, para un volumen de muestra de leche de 75 mlL, recuperaciones

superiores al 88% (RSD < 8%) para la familia de las isoxazolilpenicilinas (OXA,
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CLOX y DICLOX) y NAFCI con limites de cuantificaciéon (9.3 — 29.5 pg 1) por

debajo de los LMRs establecidos por la legislacion para este tipo de antibiéticos (30
ug LY.

Se ha puesto a punto, por primera vez, un método que utiliza la extraccién

acelerada con disolventes para la extraccion de muestras de pienso enriquecidas con

AMOX y PENV.

Las condiciones optimizadas son las siguientes: acetonitrilo-agua (50:50, v/v), T =
50 °C, P = 1500 psi, tiempo de precalentamiento 5 min, volumen de “flush” 60%,
célula de 11 mlL,, 1 ciclo de extracciéon para AMOX vy acetonitrilo-agua (25:75, v/v),
T* = 50 °C, P = 1500 psi, tiempo de precalentamiento 5 min, volumen de “flush”
60%, célula de 11 ml,, 1 ciclo de extracciéon para PENV. En estas condiciones se

consigue la extraccion cuantitativa de ambas penicilinas con excelentes precisiones.

El método PLE optimizado, combinado con el método cromatografico propuesto,
permite una disminucién drastica tanto del tiempo de analisis como de los limites
de cuantificacién de ambas penicilinas en este tipo de muestras, en comparacion

con el método oficial basado en un ensayo microbiolégico.

El método de extracciéon PLE desarrollado, no requiere una etapa de limpieza de
muestra empleando SPE, antes de su inyeccion en el cromatografo de liquidos. A
pesar de la complejidad de la matriz evaluada sélo es necesario filtrar la muestra,
antes de su inyeccion en el cromatografo, empleando un material adecuado que no

retenga los analitos.

El método desarrollado utilizando PLE-HPLC-DAD permite la determinacién de
AMOX y PENV en muestras de pienso con un limite de detecciéon de 7.3 y 3.4 mg

Kg'! respectivamente.

Finalmente el método PLE-HPLC-DAD desarrollado se ha validado para el analisis
de PENV en pienso empleando una muestra de este producto con un contenido
conocido (segun especificaciones del fabricante) y estudios de recuperacién en

muestras enriquecidas con ambos antibidticos.
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Se han sintetizado siete analogos fluorescentes de las penicilinas que
contienen entidades fluorogénicas de tipo pireno y dansilo. Los analogos se han
caracterizado mediantes espectroscopia de absorcién y emisién, en estado

estacionario y con resolucién temporal.

Los ensayos microbiolégicos realizados con las penicilinas fluorescentes,
demuestran el caracter antibiotico de todas ellas, especialmente del dedo [25,5R,6R/-

3, 3-dimetil-7-0x0-6-| (piren-1ilacetil)anmino |-4-tia-1-azabiciclo |3.2.0 | heptano-2-carboxilico, PAAP.

Se ha evaluado la aplicaciéon de los antibidticos fluorescentes en ensayos de tipo
competitivo empleando como elementos de reconocimiento anticuerpos o

polimeros de impronta molecular (MIPs).

Se ha puesto a punto un método analitico para la determinacién de penicilinas
basado en un ensayo de tipo competitivo empleando un MIP como elemento

de reconocimiento selectivo y el PAAP como competidor.

El MIP seleccionado para el ensayo se ha obtenido empleando PENG (1 mmol)
como molécula molde, MAA (10 mmol) como monémero funcional, TRIM (10
mmol) como entrecruzante, AIBN (0.6 mmol) como iniciador y acetonitrilo (7.5
ml) como disolvente porégeno. Se ha obtenido un polimero de control en

idénticas condiciones empleando Boc-L-Phe-OH como molécula molde.

El medio mas adecuado para el reconocimiento de las penicilinas por parte del
polimero es una mezcla acetonitrilo-agua (99:1, v/v). La solubilidad de los analitos
en este medio y la elevada proporcion de acetonitrilo en el mismo, limitan
notablemente la aplicacion de este ensayo para el analisis de muestras acuosas,

como la leche.

Se ha demostrado, por primera vez en la bibliografia, la importancia del disefio
molecular del analogo fluorescente en el éxito del ensayo competitivo. Los estudios
realizados empleando ensayos de competicion con PENG radiactiva han

demostrado que, de todos los antibiéticos fluorescentes sintetizados, el PAAP es el
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que presenta una estructura molecular mas semejante a la molécula molde. Asi, esta
sonda es la que muestra mayor reconocimiento por parte del polimero y compite

mas eficazmente con el analito por sus sitios de uniéon.

e El MIA desarrollado presenta un intervalo dinamico de 3 — 890 umol L1 (1.12 —
333 pg mL1), con un LD de 0.32 umol L1 (0.12 ng mL-1) y es el primer ensayo
competitivo descrito en la bibliografia para el analisis de antibiéticos B-lactamicos

empleando MIPs como elementos de reconocimiento.

e os ensayos de reactividad cruzada (RC) demuestran que solo los antibiéticos de la
familia de las penicilinas son reconocidos por el MIP, especialmente aquellos que
guardan una mayor semejanza estructural con la molécula molde (AMOX, AMPI y

PENV).

e FE] ensayo fluorescente desarrollado se ha aplicado con éxito al analisis de PENG en

un preparado farmacolégico validandose los resultados mediante HPLC-DAD.

e Se ha puesto a punto un inmunosensor para la determinaciéon de penicilinas
basado en un ensayo de tipo competitivo y medidas de fluorescencia empleando

anticuerpos policlonales y PAAP como competidor.

e Se han evaluado distintos anticuerpos comerciales y no comerciales para la
realizacién del ensayo. De todos ellos, el que ha permitido conseguir mejores
resultados fue el obtenido a partir de conejos inmunizados con el hapteno 6-

aminopenicilanico.

e Se han evaluado siete derivados sintéticos fluorescentes, de tipo pireno o dansilo, de
las penicilinas como marcadores para el ensayo de competicion. Entre ellos, el

PAAP es el que permite obtener una mayor sensibilidad.

e Se han evaluado distintos inmunoadsorbentes para el desarrollo del inmunosensor.

De todos ellos, se ha seleccionado Ultralink® Immobilized AG Plus.

e El inmunosensor presenta un intervalo dinamico de 6.0 — 191 ng mI! con un LD

de 2.4 ng mL-!, inferior a otros inmunoensayos descritos en la bibliografia, y al

LMR legislado para PENG en alimentos.
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Los estudios de RC realizados con el inmunosensor demuestran que el anticuerpo

reconoce sobre todo a los antibiéticos 3-lactamicos que presentan mayor semejanza

estructural con la PENG (AMOX, AMPI, PENV).

El inmunosensor se ha aplicado con éxito al analisis de PENG y AMOX en aguas
residuales sin necesidad de preconcentraciéon. Los resultados se han validado
empleando SPE-HPLC-DAD. Se ha comprobado que la aplicaciéon del
inmunosensor al analisis de AMOX, PENG y CLOX en leche requiere una dilucién
1:20 de la muestra desnatada para evitar el efecto matriz, lo cual impide que se

alcancen los LMRs fijados por la legislacién para estos antibioticos en leche.

Se comprueba que tanto el MIP como el anticuerpo empleados en esta memoria,
presentan una afinidad maxima para el PAAP frente al resto de los antibi6ticos
fluorescentes sintetizados. Por otra parte, en ambos casos los ensayos competitivos

realizados con dicha sonda son los que permiten obtener una mayor sensibilidad en

el analisis de PENG.

Los estudios de reactividad cruzada realizados con MIA y el inmunosensor
demuestran, por primera vez, un comportamiento semejante en ambos tipos de
elementos de reconocimiento: la RC es maxima para aquellos antibioticos B-
lactamicos que presentan mayor analogia estructural con la PENG lo cual
demuestra que, tanto la parte G6-aminopenicilanica como el tamafio y la
conformaciéon de la molécula tienen un papel fundamental en el reconocimiento de

ambos materiales.

Se ha puesto a punto un método cromatografico para la determinacién de ocho
penicilinas (AMOX, AMPI, PENG, PENV, OXA, CLOX, NAFCI y DICLOX)
empleando SPE-HPLC-DAD, facilmente adaptable al analisis de rutina.

Se han evaluado dos tipos distintos de sorbentes de SPE para la preconcentracién
de los antibiéticos en muestras medioambientales y de alimentos. De los dos
materiales utilizados, Bond Elut Cis (de naturaleza apolar) y Oasis MAX (de

naturaleza mixta, apolar e intercambio idénico), el segundo es el que ha
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proporcionado mejores recuperaciones para los antibidticos estudiados (82 — 97%,

AMOX 52%).

e Se han evaluado distintos procedimientos de precipitaciéon de proteinas en leche
empleando métodos quimicos (HCl, Na2WO4/H2SO4, NazWO4/H2SO4/NiSOq,
acetonitrilo, n-hexano) y fisicos (ultrafiltracion) para la obtenciéon de extractos
limpios que se analizan mediante SPE-HPLC-DAD. Los resultados obtenidos
demuestran que el tratamiento con NaxWO4/H2SO4 permite obtener LQ inferiores
a los LMRs fijados para la determinaciéon de OXA, CLOX, DICLOX y NAFCI en

estas muestras, cuando se analizan 75 mL de leche.

e Sec ha puesto a punto un método de extraccion presurizada con disolventes para la
determinaciéon de PENV y AMOX en muestras de pienso. La utilizaciéon del
método PLE-HPLC-DAD permite acortar notablemente los tiempos de medida del

método oficial.

e Los métodos cromatograficos desarrollados se han aplicado al analisis de aguas
residuales, leche y pienso. Por otra parte, se han utilizado en la validacién del MIA y

del inmunosensor desarrollados en esta Memortia.

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral ha permitido el establecimiento de
nuevas lineas de investigaciéon en el Grupo de Sensores Optoquimicos y Laboratorio
de Fotoquimica Aplicada de la UCM. En ellas, la mas importante es la fabricaciéon de
nuevos MIPs empleando monémeros hidrofilicos que permitan el analisis de
penicilinas en muestras acuosas y el desarrollo de ensayos competitivos mas sensibles
para la determinacién de estos compuestos. Asimismo, la presente Tesis Doctoral
permitié la implantaciéon en el grupo de una linea de desarrollo de inmunosensores
para el analisis de contaminantes en muestras de interés medioambiental vy

agroalimentario, en la que se trabaja actualmente.
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VIIL.

GLOSARIO DE ABREVIATURAS
Y
SIMBOLOS




BEZAF
BLS

BPO
BPV
BSA
cAMP
CCu
CE

CEC

1-alilpiperazina.

Acido 2,4-diclorofenoxiacético.
4-vinilpiridina.

Acido 6-aminopenicilanico.
Acido 7-aminocefalosporanico.
Anticuerpo.
1,1"-azobis(ciclohexanocarbonitrilo).
2,2 -azobis|(2,4-(dimetilvaleronitrilo)].
Acetonitrilo.

4 4"-azobis|(4-(acido cianovalérico)].
Alquil diol silica.

Microscopia de fuerza atémica
(del inglés, “Atomic Force Microscopy”).

Antigeno.
2,2"-azobis(isobutironitrilo).
Amoxicilina.

Ampicilina.

Acido 2-actrilamido-2-metil-1-
propano sulfénico.

Sistema interfase de ionizacioén a
presiéon atmosférica (del inglés,
“Atmospheric  Pressure  Chemical
Tonization™).

Bezafibrato.

Regresion de minimos cuadrados
bivariante.

Peréxido de benzoilo.

Buenas Practicas Veterinarias.
Albumina de suero bovino.
Adenosin monofosfato ciclico.
Acido clavulanico.

Electroforesis capilar (del inglés,
“Capillary Electrophoresis™).

Electrocromatografia capilar (del

inglés, “Capillary Electrochromatography’).
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CEE
CEFA
CEFAP
CEFQ
CEFTF
CEFX
CEFZ
CITP

CLAV
CLOF
CLOR
CLOX
Cp

CPGA

CREAM

CZE

DAD

DAEM
DAM

DAP

DDS

Glosario de abreviaturas y simbolos

Comunidad Econémica Europea.
Cefalosporina.

Cefapirina.

Cefquinona.

Ceftiofur.

Cefalexina.

Ceftazidina.

Isotacoforesis capilar (en inglés,
“Capillary isotachophoresis”).

Acido clavulanico.
Acido clofibrico.
Cloramfenicol.
Cloxacilina.
Polimero de control.

Inmunoadsorbente
Media.

Prosep®-A

Proyecto “Cartridges with
molecularly — imprinted  recognition
elements — for  antibiotic  residues
monitoring in milk” (Ref. QLK-

1999-00902).

Electroforesis capilar de zona

(del  inglés,  “Capillary  Zone
Electrophoresis™).
Detector de hilera de diodos
integrados (del inglés, “Diode
Aprray Detector”).
(Ver DEAEM).

Addo [25,5R6R}-6-{[(5-(dimetilamino)
-1-naftil]sulfonil }amino-2-
feniletanoil]amino-3,3-dimetil-7-
ox0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]
heptano-2-carboxilico.

Adido [25,5R 6R]-6-{[(5-(dimetilamino)
-1-naftil]sulfonil}amino-3,3-
dimetil-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptano-2-carboxilico.

Dapsona.



Glosario de abreviaturas y simbolos

DEAEM N,N -dietil aminoetil metacrilato.
DICLOX Dicloxacilina.

DMF Dimetilformamida.

DMSO  Dimetilsulféxido.

DOXY Doxiciclina.

DOXY Doxiciclina.

DPE Eluciéon pulsada.

DVB Divinilbenceno.

ECD Detector  de  captura  de
electrones (del inglés, “Electron
Capture Detector”).

EDAR Estacion depuradora de aguas
residuales.

EDMA Etilenglicol dimetacrilato.
EE Efluente de entrada.
EGDMA (Ver EDMA).

ELISA Inmunoensayo enzimatico en
fase heterogénea (del inglés,
“Enzyme-Linked Tmmunosorbent
Assay”).

ELL Extraccién liquido liquido.
EMEA  Agencia  ecuropea para la
evaluaciéon de medicamentos (del

inglés, “European Agency for the
Evalnation of Medicinal Products™).

ERY Eritromicina.
ES Efluente de salida.
ESI Sistema interfase de

electronebulizacion  (del inglés,
“Electrospray lonization”).

ETPR Estreptomicina.

FAO Organizacion de las Naciones
Unidas para la agricultura y la
alimentacion (del inglés, ‘“Food
and Agriculture Organization of the
United Nations™).

FI Analisis por inyeccién en flujo
(del inglés, “Flow Injection”).

FLD

FPD

FTIR

FWMH

GC

HEMA
HPLC

HPTLC

HRP

IBUP
IC,,

IDA
IPAD

ISEC

IT

LCR

LD

Detector de fluorescencia (del
inglés, “Fluorescence Detector”).

Detector de llama (del inglés,
“Flame-Photometric Detector”).

Espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier (del
inglés, “Fourier Transform Infrared

Spectroscopy”).

Anchura a mitad de altura (del
inglés, “Full Width at Middle
Height”).

Cromatografia de gases (del
inglés, “Gas Chromatography”).

2-hidroxietil metacrilato.

Cromatografia liquida de alta
resolucion  (del inglés, “High
Performance Liquid Chromatography™).

Cromatografia en capa fina de
alta resolucion (del inglés, “High
Performance Thin Layer
Chromatography”).

Enzima peroxidasa de rabano
(del inglés, “Horseradish peroxidase”).

Ibuprofeno.

Concentracién de analito en el
punto de inflexién en ajustes de
rectas paramétricas.

Ingesta Diaria Admisible.

Detector de amperométrico de
pulso integrado (del inglés,
“Integrated  Pulsed — Amperometric
Detector”).

Cromatografia de  exclusién
molecular inversa (del inglés,
Tnverse Size-Excclusion Chromatography’).

Sistema interfase de trampa
i6nica (del inglés, “Ton Trap™).

Factor de retencién.

Laboratorios Comunitarios de
Referencia.

Limite de deteccién.



LIF

LMR’s
MAA
MAbs
MAM
MDAA
MECK

MEFEN
MET
MIA

MIPs

MISPE

MM2
MMA
MOPAC

MS

MSPD

MWE

NAFCI
NAPX
NOEL

Fluorescencia inducida por laser
(del  inglés,  “Laser  Induced
Fluorescence™).

Limites Maximos de Residuos.
Acido metacrilico.
Anticuerpos monoclonales.
metacrilamida.

N,N -metilen bisacrilamida.

Cromatografia electrocinética
capilar  micelar (en  inglés,
“Micellar — electrokinetic — apillary

chromatography”).

Acido meferamico.

Meticilina.

Ensayos basados en impronta

molecular.

Polimero de impronta molecular
(del inglés, “Molecularly Imprinted
Polymers™).

(MIP-SPE) Extracciéon en fase
solida basada en polimeros de
impronta molecular.

Modelo de mecanica moleculat.
Metilmetacrilato.

Modelo semiempirico denominado
paquete de modelizacion orbital.

Espectrometria de masas (del
inglés, “Mass Spectrometry™).

Dispersion de la muestra en fase
solida (del inglés, “Matrix Solid
Phase Dispersion”).

Extraccion por microondas (del
inglés, “Microwave Extraction”).

Nafcilina.

Napraxen.
Nivel sin  efecto  adverso
observado  (del inglés,  “wo-

observed-effect-level”).

NOR
NPD

OSA
OXA
0.4
PA

PAA
PAAM

PAAP

PAAX

PAbs
PAG

PAHs

PARAC
PB

PB
PBAM

Glosario de abreviaturas y simbolos

Norfloxacina.

Detector de nitrogeno-fésforo
(del inglés, “Nitrogen-Phosphorus
Detector”).

Acido octanosulfénico.
Oxacilina.
Oxitetraciclina.

Inmunoadsorbente Ultralink®

Immobilized A Plus.
Ac. pirenoacético (PyCH,COOH).

Acido  [25,5R,6R]-3,3-dimetil-7-
0x0-0-({(2R)-2-phenil-2-[(piren-
1-ilacetil) amino]etanoil }amino)-
4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-
2-carboxilico.

Acido  [25,5R,6R]-3,3-dimetil-7-
0x0-6-[(piren-1lilacetil)amino]-4-
tia-1-azabiciclo[3.2.0lheptano-2-
carboxilico.

Acido [25,5R6R]-6-{[(2R)-2-amino
-2-(4-hidroxifenil)etanoiljamino-
3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabiciclo
[3.2.0]heptano-2-carboxilico.

Anticuerpos policlonales.

Inmunoadsorbente Ultralink®

Immobilized AG Plus.

Hidrocarburos aromaticos policiclicos
(del inglés ‘“Polynuclear Aromatic
Hydrocarbon™).

Parafetamol.

Sistema interfase de haz de
particulas  (del inglés, ‘“Particle
beam”).

Tampon fosfato.

Acido  [25,5R,6R]-3,3-dimetil-7-
0x0-0-({(2R)-2-fenil-2-[(piren-1-
ilbutanoil) amino]etanoil}amino)-
4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-
2-carboxilico.
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PBAP

PBP

PEC

PENG
PENG-K
PENG-P
PENV
PETRA
PIPER
PLE

PMI
PNEC

PPCP’s

PROCAI
PSD

PS-DVB

PTFE
PVA
QCM

QqQ

Acido  [25,5R,6R]-3,3-dimetil-7-
0x0-0-[(4-piren-lilbutanoiljaminol]
-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-
2-carboxilico.

Proteina fijadora de penicilina
(del inglés,  “Penicillin  binding
protein”).

Concentracién ambiental prevista
(del inglés, “Predicted Environmental
Concentration”).

Penicilina G.
Penicilina G potasica.
Penicilina G procaina.
Penicilina V.
Pentaeritriol triacrilato.
Piperacilina.

Extraccion  presurizada  con
disolventes (del inglés, “Fourier
Transform Infrared Spectroscopy”™).

Impronta molecular parcial.

Concentracién prevista sin efecto
(del inglés,  “Predicted  no-effect

Concentration”).

Contaminantes farmacéuticos y
de productos de uso personal
(del inglés, “Pharmacenticals and
Personal Care Pollutants™).

Procaina.

Distribuciéon de tamafio de poros
(del inglés, “Pore Size Distribution”).

(SDB) copolimeros de estireno-
divinilbenceno.

Politetrafluoroetilo.
Polivinilalcohol.

Microbalanza de cristal de cuarzo

(delinglés, “‘Quartzy Crystal Microbalance”™).

Sistema interfase de  triple
cuadrupolo (del inglés, “#iple-
Quadrupole”).

504

Q-ToF

RAbs

RC
RIA

RMN

SAR

SAW

SDS

SEM

SFE

SPE

SPR

TBA

TCA
TCY
TEM

TFA
TFMAA
THF

Sistema interfase de tandem
cuadrupolo-tiempo de vida (del
inglés, “Quadrupole Time-of-Flight”).

Anticuerpos recombinantes.

Material de acceso restringido
(del  inglés,  “Restricted-Access
Media™).

Reactividad cruzada.

Radioinmunoensayo (del inglés,
“Radioimmunoassay”).

Resonancia Magnética Nuclear.
Resolucion.

Interferometria diferencial (del
inglés, “Synthetic Aperture Radar”).

Onda acustica superficial (del
inglés, “Superficial Aconstic Wave”).

Doecil sulfato sodico.

Microscopia  electrénica  de
barrido (del inglés, ‘“Scanning
Electron Microscopy”).

Extraccién con fluidos supercriticos
(del inglés, “Supercritical  Fluid
Extraction”).

Extraccién en fase solida (del
inglés, “Solid phase extraction™).

Resonancia de
superficial (del inglés,
Plasmon Resonance™).

plasmon

Surface

Acido hidrégenosulfato de tetra-
n-butilamonio.

Acido tricloroacético.

Tetraciclina.
Microscopia electrénica de
transmision (del inglés,

“Transmission Electron Microscope™).
Acido trifluoroacético.
Acido trifluorometacrilico.

Tetrahidrofurano.



TLC

TOP

TRIM

TS

TSA

TYL
UF
Ul
WHO

A,

exc/em

em

Cromatografia en capa fina (del
inglés, “Thin Layer
Chromatography”).

Peroxidasa de tabaco (del inglés,
“Tobacco peroxidase™).

Trimetilpropano trimetacrilato.

Sistema interfase de nebulizacion
térmica (del inglés, “Thermospray
Nebulization™).

Agar triptona soja (del inglés,
“Triptone Soya Agar”).

Tilosina.
Ultrafiltracion.
Unidades inyectables.

Organizacion mundial de la salud
(del inglés,  “World  Health
Organization™).

Coeficiente de absortividad (L
mol " cm™).

Longitud de onda de excitacion
(exc) o emision (em).

Tiempo de vida de emisién.

Rendimiento cuintico de emisién.
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Anexo

Los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral han dado lugar a los

siguientes articulos cientificos y patentes de invencion:
Patentes:

— G. Orellana, S. Aparicio, M.C. Moreno-Bondi y E. Benito-Pefa, “Sintesis de derivados
Sfluorescentes de antibioticos P-lactamicos”, N. de publicacion: ES 2 197 811, Pais de
prioridad: Espafia.

Publicaciones cientificas:

— M.C. Moreno-Bondi, E. Benito-Pefia, B. San Vicente, F. Navarro-Villoslada, M.E.
de Leoén, G. Orellana, S. Aparicio, J. Molina, M. Kempe, G.C. Fiaccabrino. “Molecularly

imprinted  polymers as selective recognition elements for optical sensors based on  fluorescent
measurements” en Digest of Technical papers. Transducers 03,2003, 975-978, IEEE, USA.

— E. Benito-Pefia, A.l. Partal-Rodera, M.E. Leon-Gonzilez, M.C. Moreno-Bondi,
“Evaluation of mixed mode solid phase extraction cartridges for the preconcentration of beta-lactam

antibiotics in wastewater using liguid chromatography with UV-DAD detection” en Analytica
Chimica Acta, 2006, 556, 415-422.

— Elena Benito-Pefia, Maria C. Moreno-Bondi, Guillermo Orellana, Angel Magquieira,
Aart van Amerongen, “Development of a novel and automated fluorescent immunoassay for the
analysis of B-lactam antibioties” en Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2005, 53, 6635-
6642.

— Elena Benito-Pefia, Maria C. Moreno-Bondji, Santiago Aparicio, Guillermo Orellana,
Josetine Cederfur, Maria Kempe, ‘“Molecular engineering of fluorescent penicillins  for
molecularly imprinted polymers assays” en Analytical Chenistry, 2006, 78, 2019-2027.

— Elena Benito-Pefia, Javier L. Urraca, Maria C. Moreno-Bondi, “ Development of a fast
method for the analysis of penicillin V" and amoxicillin in feed samples using PLLE and HPI.C-

DAD” (manuscrito en preparacion).

— E. Benito-Pefia, M.C. Moreno-Bondi, G. Orellana, M. Koets, A. van Amerongen,
“Detection of p-lactam antibiotics in engyme-linked and fluorescent immunoassays with generic

antisera and assay formats” (manuscrito en preparacion).
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