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Resumen

Para determinar antibioticos en el ambiente, es necesario disponer de técnicas altamente sensibles y con
capacidad de reconocimiento del analito para lograr su deteccién y extraccion y los polimeros de impronta
molecular combinados con la extraccién en fase solida (MISPE) son empleados para la limpieza y
concentraciéon. En esta investigacion, se presenta un nuevo método de analisis de amikacina. Se valid6 la
metodologia desarrollada AMK-MISPE, obteniéndose buena recuperaciéon de la AMK con el método de
extraccion desarrollado, quedando demostrada la posibilidad de utilizar el AMK-MIP en un sistema de
extraccion en fase sélida.

Palabras clave: Contaminante ambiental, Polimero de Impronta Molecular (MIP), Amikacina,
Espectrofotometria UV-Visible

Development of an analytical method to determine
amikacin using Molecularly Imprinted Polymers combined
with Solid Phase Extraction (MISPE)

Abstract

To determine antibiotics in the environment, it is necessary to have highly sensitive techniques with the
ability to recognize the analyte to achieve its detection and extraction and molecularly imprinted polymers
combined with solid phase extraction (MISPE) are used for cleaning and concentration. In this research, a
new test method for amikacin is presented. The methodology developed AMK-MISPE was validated,
obtaining good recovery of AMK with the extraction method developed, demonstrating the possibility of
using AMK-MIP in a solid phase extraction system.
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1. INTRODUCCION

Los antibidticos después de ser ingeridos por personas y animales enfermos, son metabolizados y
posteriormente excretados por las heces, orina o sudor y estos desechos llegan a suelos, aguas residuales
o vertederos generando contaminacion ambiental. La presencia de estos residuos puede alterar de
forma dréstica un ecosistema, asi como el impacto ambiental generado por la contaminacién, ademas
de la evolucion de bacterias que crean resistencia ya sea por mutacion o transmision horizontal génica.
Senala Martinez, J (2010), que los desechos industriales también contienen bacterias patogenas, las
cuales entran en contacto con los microorganismos ambientales generando otras consecuencias, por
ejemplo, favoreciendo el intercambio de genes de resistencia a los antibibticos, considerando estos
ambientes como “reactores de resistencia” o “productores de resistencias”. Esto constituye el primer
paso en la transmision de determinantes de resistencia de bacterias ambientales a las patégenas.

Dado el complejo impacto ambiental que tienen estos desechos, es necesario profundizar en las
investigaciones para reconocer y cuantificar los dafios al ecosistema, la evolucién de ciertas bacterias,
las resistencias de estas, etc.

Por otra parte, es necesario desarrollar técnicas analiticas que permitan acceder a esa cuantificacion,
como un correcto muestreo del suelo o del agua ambiental, el empleo de técnicas adecuadas para la
limpieza y preparacion de la muestra con la finalidad de eliminar sustancias interferentes y realizar el
andlisis cuantitativo para determinar la presencia y cantidad de uno o varios antibioticos. Es por esto
que el desarrollo de un método analitico para la determinacién de amikacina en ambiente utilizando
espectrofotometria UV-Vis y Polimeros de Impronta Molecular combinados con extracciéon en fase
solida (MISPE) representa sin duda el primer escaldon para poder proceder en diversas lineas de
investigacion.

En la actualidad, avances tecnolégicos como la impresion molecular, permiten obtener polimeros
sintéticos altamente estables, llamados Polimeros de Impronta Molecular (MIPs). Esta es una técnica
novedosa y valiosa que permite conseguir esos métodos selectivos sensibles necesarios para determinar
antibi6ticos, entre otros agentes quimicos. Busca producir en la matriz del polimero, unos espacios
selectivos que reconocen una molécula en particular; son sensibles, no se degradan por acciéon
enzimatica, tampoco les afecta el calor, pH o presion, imitan receptores naturales, muestran una gran
selectividad y afinidad y ademas pueden ser sintetizados facilmente a un bajo costo. Por el bajo precio
de los reactivos necesarios para crearlos, se pueden producir en grandes cantidades y por las ventajas
que presenta, son empleados dentro de muchos métodos analiticos para determinar contaminantes
(Barranco, A., Argarate, N y Balino, L 2007, Soledad, B y col, 2017, Pérez, C. 2015.). Los MIPs son
utilizados en estudios que requieran un anélisis de muestra especifico como adsorbentes selectivos en
procesos de extraccion en fase solida (SPE) permitiendo pre-concentrar la muestra a ser analizada. La
combinacién de MIPs y la técnica de SPE, conocida como el método MISPE, permite obtener buenos
resultados ya que la muestra contendria pocos residuos de interferentes y el analito de interés casi en
su totalidad. (Del Cacho, C. 2009)

Por lo expuesto anteriormente, se plantea la utilizacién de la técnica de Espectrofotometria UV-Vis
combinada con la Extracciéon en Fase Solida con Polimeros de Impronta Molecular (MISPE) para la
determinacion de amikacina (AMK), un antibidtico perteneciente al grupo de los aminoglucosidos y
utilizado en diferentes infecciones bacterianas como en las articulaciones, meningitis, infecciones del
tracto urinario, entre otros.
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2. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo de investigacion fue desarrollar un método analitico para determinar la
concentracion de amikacina mediante la técnica de Espectrofotometria UV-Vis combinada con la
Extraccion en Fase Solida con Polimeros de Impronta Molecular (MISPE)

3. MATERIALES Y METODOS

a. Reactivos y soluciones

Los disolventes utilizados en esta investigacion fueron los siguientes: acetonitrilo grado HPLC (ACN)
(Sigma-Aldrich, Alemania), Metanol grado HPLC (Burdick y Jackson, USA). Acido Acético (Fluka,
Alemania). Nitrégeno gaseoso (AGA, Venezuela). AMK grado USP (Productos Farmacéuticos Ronava,
C.A y Vitalis). Peroxido de hidrégeno al 30 %, PERDROGEN® Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Acido metacrilico (MAA) y etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) (Advance Scientific and Chemical Inc.
Florida, USA)

Las disoluciones patréon de la AMK de 2500 ppm se prepararon disolviendo 0.1 ml de amikacina en 7.9
ml de agua destilada y anadiendo al final 2 ml de ninhidrina para completar 10 ml. Las disoluciones de
trabajo se prepararon diariamente de acuerdo a la dilucion apropiada a partir de la disolucién patron.

Materiales y Equipos

Los materiales y equipos utilizados en este trabajo de investigacion fueron: para el analisis por
espectrofotometria UV-Vis, se emple6 un espectrofotometro Thermo Scientific ™ GENESYS 10S UV-
Vis.

b. Sintesis del MIP

El MIP fue preparado por la técnica de polimerizacion, de acuerdo a una aproximacién no covalente,
usando MAA como monémero funcional, EGDMA como monémero entrecruzante, ACN como
disolvente porogénico y perdxido de hidréogeno como iniciador, utilizando la siguiente relacién molar
molécula molde/monomero/entrecruzante: 1/100/500. Para su sintesis, 12.5 mg de AMK fue disuelta
en ACN (10 mL) en un tubo de vidrio y se agit6 en un vortex. Los compuestos se mezclaron en el vortex
durante 10 minutos y nuevamente se sometieron a agitacion. La mezcla se purg6 con nitrégeno durante
5 minutos, se cerro el frasco y sell6 con plastifilm. La mezcla de polimerizacion se someti6 a la acciéon
de una ldmpara UV a una temperatura de 28 °C durante 48 horas. Durante este periodo, se produce la
polimerizacion. Una vez formado el polimero, éste se extrajo del tubo de ensayo mediante una espatula
y agua destilada, se coloc6 en un mortero, se tritur6 y se tamiz6é en hiimedo con un tamiz de acero
inoxidable de tamafio de poro de 300 um. Se filtré para eliminar el liquido y se lavé primeramente con
etanol, luego con metanol. El polimero se dejo secar en campana, y se guardo hasta su uso. Se prepar6
un polimero no impreso (NIP), en iguales condiciones, pero sin la molécula molde, con propositos
comparativos.

c. Procedimiento de extraccion de molécula molde de los MIPs

Se preparo el cartucho SPE (longitud de 65 mm y 10 mm de didmetro) colocando al fondo de una jeringa
plastica papel de filtro para evitar la pérdida del MIP y 300 mg del MIP. Se colocé sobre un kitasato con
tapa con orificio y se procedio a extraer la amikacina, empleada como molécula molde.

Se realizaron de 4 a 5 lavados con 1 ml de una mezcla metanol-acido acético 1 M (9:1 v/v). El filtrado
fue utilizado para evaluar la presencia de la amikacina, empleando el método espectrofotométrico
conjugado con el parpura de ninhidrina
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Este procedimiento de extraccion se repitié tantas veces como fue necesario hasta la no deteccion de
amikacina en la disolucién extractante, lo que indic6 que en el polimero no esta presente la molécula
molde. Por taltimo, el MIP se secd en campana y se coloco en un frasco cerrado en un desecador hasta
su uso.

d. Procedimiento de deteccién cuantitativa de amikacina en la disolucion extractante

El llamado método de la ninhidrina y método usado en el presente estudio, permite determinar
aminoacidos que presenten un grupo carboxilo y un grupo amino libres. Esta reaccion es general para
todos los aminoacidos con sblo dos excepciones: prolina e hidroxiprolina, siendo ambos iminoacidos.
La ninhidrina reacciona con los aminoacidos siempre y cuando el medio sea acido (pH 3 — 4) y en
caliente, produciéndose amoniaco, di6xido de carbono y un complejo de color parpura-azulado. Este
complejo el cudl generalmente es pirpura mientras mas se deje calentar absorbe longitudes de onda
entre 400 y 570 nm. La cantidad de color que se cuantifique sera igual a la cantidad de aminoécido
presente. Para esta determinacion es conveniente eliminar previamente sustancias como proteinas,
amoniaco y urea, que pueden reaccionar con el reactivo e interferir en el estudio de aminoacidos
deseados (Roca P, Oliver J y Rodriguez, A, 2003).

e. El procedimiento se describe a continuacién:

El filtrado (disolucion conteniendo amikacina con ninhidrina), se coloc6 en un tubo de ensayo con tapa
de baquelita de 15 mL. Se colocé en un vaso de precipitado con agua y se calent6 en bafio de Maria hasta
llegar al punto de ebullicion. Se detuvo el calentamiento al aparecer el color parpura. La reaccion de la
ninhidrina con el grupo amino de los aminoacidos se presenta en la figura 1:

NH,
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Figura 1. Reaccion de ninhidrina con el grupo amino de los aminoacidos

El analisis cuantitativo de la amikacina se llevo a cabo mediante la mediciéon de la absorbancia de la
muestra obtenida después del tratamiento MISPE, a una longitud de onda de 400 nm, en un
espectrofotometro Thermo Scientific ™ GENESYS 10S UV- Vis.

Procedimiento MISPE
A continuacidn, se describen las fases del método de extraccidon en fase solida (SPE):

Preparacion del Cartucho SPE
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Los polimeros sintetizados se empaquetaron en el interior del cuerpo de jeringas de plastico de 6 mL,
obteniendo asi lo que se denomina columnas MISPE, columnas de extraccion en fase s6lida conteniendo
como adsorbente, el polimero sintetizado.

Para la preparacion de las columnas MISPE, se pesaron 300 mg de polimero de impronta molecular
tamizado y este fue empaquetado en el cuerpo de la jeringa colocando un papel de filtro de 0.015 gramos
al fondo del cartucho para evitar la salida del polimero, este se colocé en un kitasato sobre el cual se
insert6 un tapon con orificio.

Las columnas asi preparadas se acoplan a un sistema de vacio para proceder a la caracterizacion
analitica del MIP, utilizando dichos cartuchos de forma similar a la utilizada en la extraccion en fase
so6lida convencional (MISPE).

Los pasos a seguir en este procedimiento son los siguientes: acondicionamiento, carga, lavado y elucion.

Las columnas fueron acondicionadas previamente con un volumen de 2x2 mL de acetonitrilo. Una vez
acondicionados los polimeros, las columnas se cargaron con la muestra de amikacina. Después de
cargado el antibiotico en las columnas de MISPE, estas fueron lavadas con tres porciones de 2 ml de
metanol, con la finalidad de eliminar las interacciones no especificas. Los extractos procedentes de los
lavados se recogieron para su andlisis evaluando si existia formaciéon del compuesto morado con la
ninhidrina, y asi determinar la presencia o ausencia de AMK.

Al finalizar el lavado de los polimeros, el analito se eluy6 con 4 porciones de 3 mL de una mezcla 90 %
de metanol: 10 % acido acético 1 N. El procedimiento se hizo por triplicado.

f.  Validacion del método analitico

La validacién del método analitico fue llevada a cabo analizando los siguientes parametros: linealidad,
exactitud, precision, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ) y especificidad usando
agua destilada a la cual se afiadi6 cantidades conocidas de AMK bajo las condiciones optimizadas del
MISPE.

Se evalu6 la selectividad del MIP-AMK desarrollado para la gentamicina (un aminoglucosido de la
familia de la amikacina).

Para el estudio de la linealidad, se prepar6 una curva de calibraciéon con concentraciones del antibi6tico
en un rango de 300 a 500 ppm (mg/L) evaluando el coeficiente de correlaciéon y la ecuacion de la recta.
La exactitud y precision se basé en los analisis de los patrones de AMK a tres niveles de concentraciéon
(alta, media y baja) dentro del rango establecido. Se hicieron tres réplicas para cada nivel de
concentracion preparado. La exactitud se evalu6 mediante la recuperaciéon (medida de la efectividad del
proceso de extraccion) y fue verificada por la desviacién estandar relativa (DER) de la serie de medidas.
La precision se evalu6 en términos de repetibilidad (precisiéon intra diaria) y la reproducibilidad
(precision inter diaria) basada en las 3 determinaciones para cada una de las concentraciones
estudiadas del antibiético. Se calcularon los porcentajes de la desviacion estandar relativa. La
sensibilidad del método es la habilidad para discriminar pequenas diferencias en la concentraciéon del
analito y se evalu6 por el LOD y el LOQ. La LOD es la minima cantidad de analito que puede ser
detectada pero no necesariamente cuantificada y puede ser distinguida de un blanco analizado bajo las
mismas condiciones. La LOQ es definida como la minima cantidad de analito requerida para obtener
un resultado significativo que pueda distinguirse con una probabilidad conocida de un blanco analizado
bajo las mismas condiciones con precision y exactitud. La LOD y LOQ fueron determinadas basadas en
la relacién senal-ruido de 3 (S/N = 3) y 10 (S/N = 10), respectivamente, de acuerdo a la Guia para la
industria de la FDA (2000).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos
Preparacion del polimero de impresion molecular

Se llevo a cabo la sintesis de un polimero de impresién molecular, MIP y de un polimero no impreso
(NIP), mediante la técnica de polimerizacidon en bloque e impresion no covalente, utilizando radiacion
con luz ultravioleta por 48 horas a 28 °C.

Monémero Disolvente
Amikacina funcional Entrecruzante Iniciador L.
porogénico
Polimero (gramos) MAA (ml) EGDMA (ml) (ml) (ml)
MIP 0,0100 0,26 3 0,22 10
NIP 0 0,26 3 0,22 10

Tabla 1. Composicion molar de los polimeros sintetizados.

Metodologia MISPE
Las condiciones 6ptimas para el método MISPE encontradas se presentan a continuacion:

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

La cantidad adecuada de amikacina para la carga del cartucho MISPE fue de 0.5, 0.6 y 0.7 mL de una
disolucion de una concentracion patréon de 2500 ppm.

El lavado de los polimeros de impronta molecular una vez que se han cargado con el antibi6tico debe
efectuarse con metanol (3x2 mL).

La mezcla de disolventes para la extraccion de la amikacina de los polimeros de impronta molecular con
la cual se obtuvo la mejor extraccion de la molécula molde es 90 % metanol: 10 % acido acético 1 N (4x3
mL).

Determinacion de la concentracion de amikacina extraida por el método MISPE a través de la
espectrofotometria UV-Vis

La metodologia MISPE desarrollada fue validada determinando la linealidad, exactitud, precision,
limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ) usando muestras de agua destilada a las
cuales se afiadi6 cantidades conocidas de AMK bajo las condiciones optimizadas del MISPE.

Con relaciéon a la selectividad, el MIP desarrollado no reconoci6 a la gentamicina, por lo que
aparentemente es selectivo a la molécula molde.
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La linealidad del método de espectrofotometria UV-Vis, fue evaluado en el rango de 300 a 500 ppm. La
recta de calibracion obtenida (y = 0,0003x - 0,0072) mostré linealidad con un coeficiente de
determinacion de R2= 0,9954. El limite de deteccion y el limite de cuantificaciéon para la disolucion,
calculado segtin la FDA (2000) fueron 55.6 mg L-1 y 185.5 mg L-1 respetivamente. La precision del
método analitico desarrollado se ha evaluado en términos de la repetibilidad y la reproducibilidad, a
tres niveles de concentracion, 1250., 1500 y 1750 mg L-1, los cuales representan respectivamente, el 80,
100 y 120 % de las concentraciones ensayadas. La repetibilidad se ha evaluado realizando 3 ensayos
idénticos en el mismo dia y se han obtenido valores de desviacion estandar relativa (RSD) menores al
20 %. La reproducibilidad del método se ha determinado en las mismas condiciones descritas
anteriormente, pero llevando a cabo el experimento en dias distintos. La reproducibilidad en términos
de RSD result6 15.1, 6.7y 14.5 %, para los niveles bajo, medio y alto respectivamente.

El porcentaje de error obtenido en los anélisis efectuados para las tres concentraciones evaluadas, se
encuentra en 42.7, 22.2 'y 45.6 respectivamente. Para analisis con concentraciones del analito superiores
a 100 ug Kg-1 deben encontrarse dentro de un rango de -20 hasta un 10 % establecidos por la Guidance
for Industry, FDA, (2011), sin embargo, valores cercanos al 20 % solo se obtuvieron para la
concentracion de 1500 ppm (correspondiente al 100 %). Por este motivo, es recomendable realizar otros
estudios, para lograr una mayor exactitud del método.

Los porcentajes de recuperacion de las 3 concentraciones estudiadas fueron 57.2., 77.8 y 54.6 %. Estos
valores son mayores al 50%. La recuperacion del analito debe presentar un grado de mas de 20% para
poder ser considerada precisa y reproducible (ONUDC, 2010). Con el polimero sintetizado, se logra
recuperar hasta un 77% del analito. Al revisar en la bibliografia, se encontr6 un porcentaje de
recuperacion en el rango de 40 a 60 % en algunos métodos analiticos empleando SPE. Como ejemplo,
Hernandez. A (2004), al determinar acido f6lico en cereales fortificados obtuvo un 43% de recuperacion
del analito, logrando un aumento en la recuperaciéon a 63% cambiando de método de extracciéon a
filtracion. Carmona, I (2006), recuperando plaguicidas catidnicos utilizando SPE en matrices de arroz,
broécoli y lechuga es muy baja, encontré valores de 40% como maximo y 12% como minimo. Ettiene, G
y colaboradores (2008), determinaron pesticidas organofosforados en cebollino y cilantro y para lograr
la maxima tasa de recuperacion posible, los cartuchos de filtro utilizados para la extraccion y limpieza
contenian diferentes cantidades de carbon grafitizado, carbon grafitizado y activado, con porcentajes
de recuperacion inferiores al 50%. En este contexto, al comparar los métodos analiticos anteriores con
el método analitico propuesto parala determinacion de amikacina, empleando extraccion en fase sélida,
también se podrian afirmar que los porcentajes de recuperacion superiores al 50 % encontrados en este
trabajo de grado son aceptables.

5. Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos se concluye:

1. Se sintetiz6 un polimero de importa molecular a través de un proceso de polimerizacion en bloque,
no covalente y utilizando la radiacién UV. La amikacina fue empleada como molécula molde.

2. Mediante el uso del método de extraccion en fase solida de polimero con impronta molecular
MISPE, se desarrollo, optimiz6 y validé un método analitico para la identificacion, determinacion
y cuantificacion de amikacina en soluciones superiores al 100%: 1500 ppm y 1750 ppm. Para este
tipo de analisis, el método resulto ser sencillo, rapido y econémico.

3. La metodologia desarrollada AMIK-MISPE fue validada, la curva de calibracion obtenido mostr6
una linealidad en el intervalo de 300 ppm a 500 ppm con coeficiente de determinacion R2 =
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0.9954. Y los limites de deteccion y cuantificacion fueron de 55.7 ppm y 185.5 ppm
respectivamente.

4. De las tres concentraciones evaluadas (80 %, 100% y 120%), se obtuvo porcentajes de recuperaciéon
de 57,4%, 77,8% y 54,6%, lo que indica que el MIP desarrollado es capaz de reconocer la amikacina.

5. El MIP desarrollado no reconocié a la gentamicina (un aminoglucosido de la familia de la
amikacina), por lo que aparentemente es selectivo a la molécula molde.

6. Se sugiere probar otras variables en la sintesis del MIP para lograr un mayor reconocimiento del
analito y disminuir el porcentaje de error.
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