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INTRODUCCION

La hipertension arterial es un padecimiento caracterizado por el aumento de la
presion de la sangre en las arterias, puede coexistir con otras enfermedades y
afectar multiples érganos, por lo que se han desarrollado diversos tipos farmacos.
En la Ciudad de México se ha reportado que algunos de los farmacos
antihipertensivos mas empleados son el enalapril y el losartdn, ya que son
recomendados cuando se padecen otras enfermedades como diabetes o sindrome
metabdlico. Los farmacos, después de ser consumidos, son metabolizados y
excretados en su forma original o como los metabolitos formados y son
transportados al ambiente a través de las aguas residuales domésticas.

La mayoria de los estudios realizados en agua se enfocan en el analisis de
antihipertensivos de la familia de los B bloqueadores, que al ser de los primeros
farmacos desarrollados para tratar la HTA se han reportado concentraciones desde
ug-Lt hasta mg-L1. A diferencia de los B bloqueadores, farmacos como el enalapril
y el losartan han sido estudiados con menor frecuencia por lo que es necesario el
desarrollo de métodos que permitan la extraccion y determinacion de estos
farmacos. El principal obstaculo en su deteccion o monitoreo es la baja
concentracion en la que se encuentran presentes (ng-L' y ug-L1) y su resistencia a

los procesos convencionales en plantas tratadoras de agua, lo que enfatiza la
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necesidad de desarrollar métodos que permitan la extraccion y determinacion de
farmacos antihipertensivos. Uno de los métodos mas empleados para el andlisis de
farmacos es la extraccion en fase solida, este método es preferido sobre otros ya
que necesita cantidades minimas de solventes y se pueden usar una gran variedad
de materiales adsorbentes y regenerables. Entre los materiales empleados como
fase sélida estan las nano o microfibras, las cuales tienen una gran area superficial
que facilita la retencién de moléculas y analitos de interés.

En este trabajo se fabricaron fibras de polisulfona con aliquat 336 (PS-A336)
mediante la técnica de soplado y se evalud la extraccion y preconcentracion de

enalapril y losartan con el objetivo de facilitar su andlisis en muestras acuosas.
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1.1 Aspectos basicos de la hipertensién arterial

La hipertension arterial (HTA), también conocida como presion arterial alta, es un
padecimiento caracterizado por el aumento de la presion de la sangre en las
arterias. La elevacion en la presion arterial se produce, sobre todo, por el aumento
en la resistencia vascular, el aumento del gasto cardiaco o por ambos. Al aumentar
la presion arterial la autorregulacion de vasoconstrictores, como la angiotensina Il y
la norepinefrina, se ve afectada provocando alteraciones en el funcionamiento de la
capa de células que revisten el interior de los vasos sanguineos (endotelio). El
aumento de la presion arterial es compensado por el endotelio liberando sustancias
vasodilatadoras, como el 6xido nitroso, pero al agravarse la hipertension es mas
dificil compensarla lo que ocasiona una elevacion adicional de la presiéon y dafio en
el endotelio lo que a largo plazo afecta a 6rganos como el cerebro, corazén y riiones
[1,2].

Por lo anterior, la HTA es uno de los problemas de salud mas importantes en el
mundo y constituye uno de los factores primordiales de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares, que son la principal causa de muerte en los paises
desarrollados. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la prevalencia
estimada de personas con hipertension en el afio 2015 era del 22.3% de la
poblacion mundial. En México la prevalencia reportada al 2018 en personas
mayores de 20 afios era del 18.4%, equivalente a 15.2 millones de personas y se

registran mas de 50 mil muertes al afio [3-5].

1.2 Tratamiento farmacologico de la hipertension arterial
Existen diversos factores que promueven la HTA y, en consecuencia, pueden
usarse farmacos con diferentes mecanismos de accion. Los farmacos para tratar la

hipertension arterial pueden clasificarse en cinco grupos: B bloqueadores

(metoprolol, atenolol), inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (IECA)
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(captopril, enalapril), antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARA-II)
(losartan, valsartan), diuréticos (clortalidona, furosemida) y calcio-antagonistas
(verapamilo). De acuerdo con estudios sobre la prescripcion de farmacos en
diversos paises, algunos de los grupos méas empleados son los ARA-Il y los IECA,
ya que estos farmacos pueden emplearse cuando el paciente presenta otras
enfermedades como diabetes o sindrome metabdlico [2,6-8].

Algunos de los farmacos antihipertensivos méas usados tanto en México como en el
mundo son el enalapril y el losartan [9-12]. En la siguiente seccion se describen con

mas detalle algunas propiedades de estos farmacos.

1.3 Propiedades fisicoquimicas del losartan y enalapril

El losartan (2-butil-4-cloro-1- {[2'- (1H-tetrazol-5-il) bifenil-4-il] metil} -1H-imidazol-5-
il) metanol) usualmente se encuentra en las tabletas farmacéuticas como la sal de
potasio (Figura 1.1). El losartan tiene dos valores de pKa: 3.0 y 4.25 [13] por lo que
a pH fisiologico (7.3) predomina la forma completamente desprotonada (Figura 1.2).
Aproximadamente el 14% del losartan es transformado al metabolito EXP-3174
(Figura 1.1), que es mas potente que el losartan, pero los efectos cardiovasculares
se atribuyen a la acciébn combinada de ambos compuestos [14,15].

El losartan bloquea de manera selectiva los receptores de angiotensina Il (AT1), los
cuales regulan los efectos cardiovasculares, renales y del sistema nervioso central
de la angiotensina Il, entre los que se encuentra la vasoconstriccion, retencion de
sodio y crecimiento celular. En la Figura 1.3 se muestra de manera general el
sistema renina-angiotensina sobre el que actian farmacos como el losartan y el

enalapril para controlar la presion arterial [14,16].
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Figura 1.1 Estructura molecular del losartan potasico y su metabolito EXP-3174.
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Figura 1.2 Diagrama de distribucion de especies de losartan (L).

El enalapril (acido (2S) -1- [(2S) -2- {[(2S) -1-etoxi-1-0x0-4-fenilbutano-2-il] amino}
propanoil] pirrolidina-2-carboxilico) (Figura 1.4) actia sobre la enzima que convierte
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la angiotensina | a angiotensina ll, el efecto total es la disminucion de angiotensina
Il en varios organos y tejidos (Figura 1.3). También tiene otros efectos no
relacionados con la angiotensina Il, como el incremento de bradicinina, que es un
potente vasodilatador, aunque esta sustancia es la responsable de provocar tos,

uno de los efectos secundarios mas comunes de estos farmacos [16].

ORMOOHEEHEOOO0. ..
Angiotensinégeno OROOHOEEEHO ORVIOEEE

ANGI U ANGI ——
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Y ‘{f- ey ————N AT, (T
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I

( Farmacos | v\ armacos
Renina ECA «— | IECA | ARAI
| (enalapril) | | (losartan) |
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Figura 1.3 Sitios de accion de farmacos antihipertensivos (IECA y ARA-II) [14,16].
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Figura 1.4 Estructura molecular del enalapril y su metabolito enalaprilato.

El enalapril tiene dos valores de pKa: 3.0 y 5.5 [17] por lo que en el organismo
predomina la especie desprotonada (Figura 1.5). Entre el 60 y 70% del enalapril
adsorbido es metabolizado para convertirse a su forma activa (enalaprilato) (Figura
1.4) y de la dosis total de enalapril administrada se elimina aproximadamente el 94%
[18].
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Figura 1.5 Diagrama de distribucion de especies de enalapril (E).
1.4 Presencia en el ambiente de losartan y enalapril

Los farmacos son transportados al ambiente a través de descargas industriales y
hospitalarias, instalaciones de cria de animales (acuicultura), escorrentia de suelos,
desechos domésticos como farmacos caducados y aguas residuales. Los farmacos
son excretados en su forma original o0 como los metabolitos formados y son
transportados a través de las aguas residuales domésticas hacia plantas tratadoras.
El proceso mas simple para la eliminacion de materia organica y sélidos
suspendidos en las plantas tratadoras de agua usualmente se basa en técnicas de
remediacion fisica y bioldgica, que son caracteristicos de los procesos de
tratamiento de aguas residuales primarias y secundarias. Los sistemas
convencionales no son eficientes hacia los productos farmacéuticos como losartan,
ya que la eliminacion del farmaco es menor al 60%, lo que lleva a la liberacion

continua en ecosistemas marinos y de agua dulce [19-23]. La concentracion de
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losartan en diversos tipos de agua y sus sedimentos varia desde concentraciones
de ng-Ltapug-L? (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Concentracion de losartan reportada en diversos tipos de agua y sedimentos.

Concentraciéon de

Muestra losartan Metpdo d.e, Referencia
14 1 cuantificacion
(Mg-L™* 6 ug-g7)
Agua residual tratada 0.21-0.45
HPLC-MS [24]
Agua de rio 0.02-0.12
Agua de laguna 0.10
_ UPLC-MS/MS [25]
Sedimento 7 x103
Agua de rio 1.7x10%-0.22
_ UPLC-MS/MS [26]
Sedimento 2.4x10%-1.7 x10°®
Agua de rio 44 x103-1.7 UPLC-MS/MS [27]
Agua residual 0.76-2.76
i UPLC-MS/MS 22
Agua residual de 119.7.65 [22]
hospital
Lodos de agua residual 0.05-0.11 UPLC-MS/MS [28]
tratada
Agua de mar 3x10%-9 x103 HPLC-MS/MS [29]
Agua residual 0.01
, HPLC-MS [30]
Sedimento 4x103
Agua residual 0.26-0.37
Agua residual tratada 0.61-0.85 UPLC-MS/MS [31]
Agua de rio 0.01-0.38
Agua de estuario 2.2x10%-0.41
_ UPLC-MS/MS [32]
Agua residual 1.6x103-0.34
Agua residual 0.09-0.74 HPLC y UPLC- [33]
Agua residual tratada 0.07-0.91 MS/MS
Agua residual 0.58-4.5 HPLC y UPLC- [34]
Agua residual tratada 1-1.97 MS/MS
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El enalapril es eliminado en plantas tratadoras desde el 60 hasta el 100%
empleando sistemas convencionales [20,33,35,36], sin embargo, existen reportes

de su presencia en diversos medios acuaticos (Tabla 1.2).

Tabla 1.2 Concentracion de enalapril reportada en diversos tipos de agua y sedimentos.

Concentracién de

Muestra enalapril Métpdo d.e, Referencia
(Lg-L™ 6 pg-g?) cuantificacion
Agua residual tratada 0.2 HPLC-TOF/MS [37]
Agua de hospital 0.04-0.28 HPLC-MS/MS [38]
Agua de rio 3.6x10°3 HPLC-MS/MS [35]
Agua superficial 8.8x107
Agua residual 2x102-0.82 HPLC-MS/MS [39]
Agua residual tratada 0.24-0.43
Ag“ireSi.d“a' de 1.0 HFLC-MS/MS [40]
ospital
Agua de rio 1.5x103-7.1x103 HPLC-MS/MS [36]
Agua de piscina 6.5x10* HPLC-MS/MS [41]
Agua de canal de riego 1.7x103-0.23 HPLC-MS/MS [42]
Agua residual 0-61 HPL,\(;Sy”\bIJSPLC' [33]
Agua residual 0.08 HPLC y UPLC- (34]
Agua residual tratada 9.5 x10* MS/MS
Agua de rio 2.22x103 HPLC-HRMS [43]

Aunque existen algunos estudios sobre su toxicidad aun es necesaria la regulacion
de estos farmacos, el principal obstaculo en su monitoreo es la baja concentracion
en la que se encuentran presentes. Para su cuantificacion se emplean técnicas
como HPLC-MS/MS o UHPLC-MS/MS (Tabla 1.1 y Tabla 1.2). Es muy comudn el
uso de cartuchos comerciales para la preparacion de la muestra, que permiten la
preconcentracion de farmacos como losartan o enalapril y su determinacion de

manera simultdnea con otros farmacos [25,26,28-32,35,36,40,41]. Se han
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desarrollado métodos que permiten la extraccion de losartan o enalapril empleando

materiales no comerciales, algunos permiten el analisis de los farmacos empleando

técnicas méas simples y econdmicas (Tabla 1.3).

Tabla 1.3 Métodos de extraccion y preconcentracion de losartan y enalapril empleados

para facilitar su cuantificacion.

Analito Sorbente Muestra Metgqlo d_e, Referencia
cuantificacién
Losartan Acido metacrilico-
Telmisartan dimetacrilato de Orina CE-UV-Vis [44]
Irbesartan etilenglicol
Losartan Fes04- SiO; Orina Fluorimetria [45]
Nanoparticulas de
Losartan carbon activado Orina HPLC-UV-Vis [46]
Valsartan maodificado con Plasma
Ni:ZnS
Tubo capilar Orina,
Losartan recubierto con agua, HPLC-UV-Vis [47]
polipirrol plasma
Barra de agitaciéon
Losartan recubierta con
. Vinilpirrolidona- Plasma HPLC-MS [48]
Valsartan . )
dimetacrilato de
etilenglicol
Losridn Nanoparticulas de
Valsartan il 8 Soe Plasma HPLC-PDA [49]
Artovastatina ¥4 a8
Losartan Nanoesferas de
. SiO, dopadas con Orina HPLC-UV [50]
Valsartan
Al(II)
Losartan Nanoparticulas de
Carvedilol b Plasma HPLC-UV [51]
.. C- Fe30,4
Amlodipina
Losartqn MIP de quitosano- Orina HPLC-UV-Vis 52]
Valsartan FesO4
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La mayoria de los métodos sefalados se enfocan al analisis de losartan en mezcla
con otros analitos en muestras médicas, los estudios en muestras acuosas y de
enalaprii empleando materiales no comerciales para su extraccion o
preconcentracion son escasos.

Para aumentar la sensibilidad de métodos de cuantificacion basados en el uso de
equipos de analisis menos costosos puede hacerse uso de una técnica de
preconcentracion previa. La extraccién en fase solida permite tanto la extraccion
como la preconcentracion de analitos, ademéas necesita cantidades minimas de
solventes y existe una gran variedad de materiales adsorbentes y regenerables,
ademas de los sefalados anteriormente otro de los materiales empleados como
fase solida son las microfibras (o nanofibras), sobre las que se hablara con mas

detalle a continuacion.
1.5 Nano o microfibras

La caracteristica principal de las fibras es el diametro, que puede ser nano o
micrométrico. Otras caracteristicas importantes de las nanofibras son: gran area
superficial, porosidad que pude modificarse, y mejores propiedades mecanicas que
otros materiales comunes. Las nanofibras tienen gran importancia debido a la
cantidad de materiales con las que pueden fabricarse y al rango de aplicaciones
que tienen.

Las nanofibras se han empleado en aplicaciones biomédicas como liberacion de
farmacos, curacion de heridas e ingenieria de tejidos; también se usan en la
generacion y almacenamiento de energia, en el desarrollo de sensores quimicos y
biolégicos, electronica, filtracion de aire y en el tratamiento ambiental y de agua.
Las caracteristicas de las fibras dependen de la técnica de fabricacion empleada.
La clasificacion y detalles de las técnicas mas comunes se detallan en la siguiente
seccion [53,54].
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1.5.1 Técnicas de fabricaciéon de nanofibras

Las técnicas de fabricacion pueden dividirse en tres grupos principales:

1) De acuerdo con la naturaleza del material inicial para fabricar las fibras se divide
en: bottom-up (ascendentes) y top-down (descendentes). En las técnicas
ascendentes se emplean unidades (atomos, iones, moléculas o nanoparticulas)
para fabricar las fibras. Las técnicas descendentes emplean métodos fisicos
(triturado, refinado, corte) para obtener fibras partiendo de la materia prima.

2) Segun la naturaleza de la fabricacién puede ser: fisica, quimica o bioldgica. Las
técnicas fisicas aplican presion mecanica, radiacion de alta energia, energia térmica
o eléctrica para formar fibras al fundir, evaporar o condensar el material inicial. Las
técnicas quimicas usualmente son técnicas ascendentes que necesitan control de
los parametros de la reaccion para que los reactivos se combinen y crezcan en una
morfologia unidimensional en lugar de formar nanoparticulas separadas. Las
técnicas biologicas llevan a cabo la formacion de nanofibras empleando
microorganismos 0 enzimas.

3) Dentro de las técnicas fisicas se encuentra la producciéon de fibras por hilado
(spinning) en las que las fibras se forman al ser expulsadas de algun contenedor. Si
se emplea una fuerza electrostatica o si usan otro tipo de fuerza fisica las técnicas
se pueden clasificar en a) técnicas de electrohilado (electrospinning) y b) técnicas
alternativas [54].

Dentro las técnicas alternativas se encuentra la técnica de soplado (solution blow
spinning o air-jet spinning), hilado por centrifugacion (centrifugal spinning), trazado
(drawing) y moldeo, entre otras. En estas técnicas el material de fabricacion se
encuentra disuelto y contenido de tal forma que sea posible la formacién de fibras
empleando fuerzas fisicas.

A continuacion, se describen de manera general las técnicas mas comunes para

fabricar nanofibras: electrospinning, centrifugado y soplado.
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1.5.1.1 Electrohilado

La caracteristica principal de esta técnica es el empleo de un campo electrostético
para fabricar las nanofibras. Como se puede observar en la Figura 1.6, el arreglo
convencional del electrohilado emplea una jeringa con aguja y un colector
conectados a una fuente de poder. Al aplicar un voltaje alto (10-40 kV) se genera
un campo electrostatico que vence la tension superficial de la disolucion y esta es
expulsada hacia el colector con carga opuesta. El solvente se evapora en el trayecto
entre la guja y el colector. El producto que se obtiene en este proceso es una
pelicula compuesta de fibras de tamafio nano o micrométrico. El rendimiento de esta
modalidad de electrohilado es bajo, por lo que su aplicacibn comun es en pruebas
de laboratorio.

[ s R L
Material k
disuelto

Colector

Fuente de alto voltaje
Figura 1.6 Esquema del procedimiento de la técnica de electrohilado.

La formacion de las fibras depende de variables como el voltaje, distancia, velocidad
de flujo, parametros del material y del solvente (conductividad, tension superficial y
viscosidad) y parametros ambientales como la temperatura y la humedad. En esta
técnica pueden controlarse la morfologia y orientacion de las nano/microfibras
[55,56].
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Las principales desventajas de esta técnica son la dificultad de evaporar el solvente,
la baja concentracion del material inicial que deben tener las soluciones para poder
ser expulsadas, la necesidad de voltajes muy altos y de materiales conductores. Las
técnicas alternativas como el soplado y centrifugado permiten el uso de soluciones

mas concentradas y disminuyen el costo de produccion [54].
1.5.1.2 Centrifugado

El principio de la técnica es la formacion de fibras empleando fuerza centrifuga. La
solucion esta contenida o es inyectada en un recipiente rotatorio horadado y cuando
la fuerza centrifuga supera cierto limite (la tension superficial o la viscosidad), la
solucién es expulsada a través de los orificios evaporando el solvente hasta que las

fibras llegan a la superficie colectora (Figura 1.7) [54,55].

Material
disuelto

\

Colector

Figura 1.7 Esquema del procedimiento de la técnica de centrifugado.

Los principales parametros que influyen en la formacién de las fibras son la
velocidad de giro, el radio y configuracién de los orificios, la concentracion y
viscosidad de la disolucion, la velocidad de evaporacion del solvente v,

particularmente, la distancia entre los orificios y el colector [54].
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1.5.1.3 Soplado

Esta técnica emplea un flujo de aire o gas comprimido para llevar a cabo la
formacion de las fibras. El aire o gas fluye alrededor de la solucion, creando fibras
gue se depositan en la direccion del flujo. El arreglo mas comun de la técnica de
soplado emplea un aerégrafo comercial y como fuente de aire una compresora. Las
fibras pueden ser recolectadas en una superficie similar a la empleada en la técnica
de electrohilado (Figura 1.8) [53,57].

Aerografo

:j/" i
Conectadoa * ) ~l

L
compresora

N!aterial /‘v Colector
disuelto

Figura 1.8 Esquema del procedimiento de la técnica de soplado.

La formacion de las fibras depende del peso molecular (polimero), la concentracion,
tensidén superficial y viscosidad de la disolucién, la facilidad de evaporacion del
solvente, parametros del proceso como la presion del aire, la distancia del aerdgrafo
al colector y la velocidad de flujo, y de factores ambientales como la temperatura,
humedad y presion atmosférica [57,58].

La técnica de soplado emplea procesos similares a los que se usan en los métodos
industriales de produccion de fibras, lo que hace posible su aplicacién a gran escala,
ademas esta técnica permite la produccién y aplicacion in situ. La principal ventaja
sobre la técnica de electrohilado es la velocidad de produccion la cual es mayor
hasta en un orden de magnitud [58].

De las tres técnicas mencionadas, el centrifugado tiene la mayor productividad,

estimada hasta en 500 veces mayor que empleando la técnica convencional de
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electrohilado [53]. En la Tabla 1.4 se comparan algunas caracteristicas de las

técnicas mencionadas anteriormente.

Tabla 1.4 Comparacion de técnicas de fabricacién de nano/microfibras [54,58]

Electrohilado Centrifugado Soplado
Diametro de la
fibra producida 40 nm-2 pm 25 nm-3 pm 40 nm-3 um
Velocidad de
produccién L o I
(velocidad de 5 pL-min Hasta 1 mL-min 20 pL-min
inyeccion)
Diametro de los
Voltaje orificios Presion del aire
Parametros Viscosidad Viscosidad Viscosidad
importantes Velocidad de flujo Velocidad de Velocidad de flujo
Distancia rotacion Distancia
Distancia

Concentracién
del material <20% (p/p) >20% (p/p) >20% (p/p)
(polimero) inicial

Algunos de los materiales que pueden emplearse para su fabricacion son: polimeros
naturales, polimeros sintéticos, nanomateriales derivados de carbono,
nanomateriales inorganicos, semiconductores y materiales compuestos
(nano/microfibras con nanoparticulas, MIPs, MOFs). Adicionalmente, la superficie
de las nanofibras puede modificarse adicionando grupos funcionales lo que produce
diferentes propiedades fisicas y quimicas.

Los fibras fabricadas con polimeros sobresalen de los otros materiales por su
estabilidad fisica y quimica. En la siguiente seccion se describen algunos de los
polimeros mas empleados para la fabricacion de fibras y su aplicacion como

sorbentes en extraccion en fase soélida.
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1.5.2 Fibras poliméricas y su aplicacion en extraccion en fase sélida

El poliestireno fue el primer polimero usado para la fabricacion de nanofibras
empleadas para extraccion en fase solida, este polimero tiene gran eficiencia de
extraccion para analitos lipofilicos y analitos con grupos aromaticos incluyendo a la
mayoria de las sustancias bioldgicamente activas. Las nanofibras de poliestireno
son muy fragiles y pueden colapsar a altas presiones, a pesar de esto son
ampliamente usadas como sorbentes [56].

El segundo polimero méas usado para la preparacion de nanofibras es la poliamida
6; este polimero es Util para la extraccion y asilamiento de sustancias con grupos
fendlicos como los flavonoides, antocianinas o BPA [56,59].

El nylon 6 o policaprolactama es un polimero con caracteristicas ambifilicas por lo
gue puede emplearse para extraer diversos analitos. A diferencia del poliestireno,
el nylon 6 tiene facilidad de ser humedecido gracias a los grupos amida, esto tiene
como resultado una gran afinidad de sorcion [60].

Como alternativa a los polimeros mencionados anteriormente se emplean
biopolimeros que pueden ser obtenidos de fuentes naturales como madera, hongos
o del exoesqueleto de crustaceos. Biopolimeros como la celulosa o el quitosano
tienen la ventaja de ser biodegradables y no téxicos. La fabricacién de nanofibras
con biopolimeros empleando electrohilado usualmente necesita un polimero auxiliar
para obtener resultados reproducibles y eficientes. EI uso de las técnicas
alternativas de fabricaciéon de nanofibras (centrifugado o soplado) para producir
nanofibras de biopolimeros facilitan su aplicacién como sorbentes para extraccion
[56, 57].

Los materiales compuestos son fibras a las que se les han integrado particulas de
tamafio nanométrico, como minerales inorganicos esféricos, MIPs u otros
materiales con caracteristicas fisicoquimicas propias. Las nanofibras previenen la
pérdida de las nanoparticulas en el sistema ya que son retenidas en las redes

formadas por las fibras, y junto con las fibras pueden participar en el proceso de
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extraccion. Los polimeros compuestos poseen mejores propiedades en
comparacion con los polimeros puros. Las particulas magnéticas han ganado
importancia en la quimica analitica ya que, en la extraccion en fase solida
magnética, el sorbente que contiene estas particulas es colocado en la muestra y
para la separacion posterior al proceso de extraccion se emplea un campo
magnético externo evitando el uso de centrifugacion o filtracion [56,61]. Las
nanofibras también pueden ser modificadas al incorporar particulas de oxido de
grafeno para mejorar la capacidad de adsorcion. Adicionalmente, los grupos
funcionales de las particulas de 6xido de grafeno aumentan la dispersion de las
nanofibras hidrofébicas en solventes como el agua [62].

La funcionalizacion es el proceso mas conveniente para modificar propiedades
fisicoquimicas, eficiencia de extraccion y selectividad de las nanofibras. La
funcionalizacion puede llevarse a cabo empleando otro polimero o incorporando
sustancias (inorganicas u organicas) con grupos funcionales. Por ejemplo, los
materiales compuestos con nanoparticulas pueden no dispersarse completamente
por lo que es necesario modificar la superficie del material. Esta funcionalizacion no
solo mejora la dispersion de las particulas, también incorpora grupos funcionales
gue pueden interactuar con moléculas como compuestos aromaticos, metales
pesados, biomoléculas, etc. [56,63].

Debido a mudltiples propiedades que dependen de su estructura, las
micro/nanofibras poliméricas son ampliamente usadas en la extraccion de diversos
compuestos. Algunas aplicaciones de las nano/microfibras poliméricas como
sorbentes en extraccion en fase solida se muestran en la Tabla 1.5.

Otro polimero que puede ser usado como sorbente es la polisulfona. La polisulfona
es un polimero con propiedades importantes como estabilidad quimica, es
resistente a ambientes &cidos y basicos en un rango significativo de
concentraciones y ademas tiene estabilidad oxidativa y térmica. Debido a estas
caracteristicas la aplicacion de materiales de polisulfona es principalmente industrial

y sobre todo se usa en forma de membrana para procesos de filtracion [72].
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Tabla 1.5 Uso de las nanofibras en extraccion en fase sélida.

Polimero Método Analito Muestra/matriz Referencia
o SPE- Residuos de :
Poliestireno HPLC/MS sulfonamida Agua residual [64]
Nylon 6 SPE- . :
(policaprolactama)  HPLC/FLD 1-hydroxipireno Orina [60]
Nylon 6 On line SPE- Bebidas
(policaprolactama) HPLC Acesulfame comerciales [65]
Furosemida,
Tereftalato de On line naproxeno, Orina [61]
polibutileno/FesOs PSPE-HPLC diclofenaco y
clobetasol
Quitosano/MIL SPE- Tetrahidro-
101 (Fe) HPLC/UV cannabinol Sangre [66]
Poliacrilonitrilo- Atrazina 'y Agua
COOH SPE-HPLC metabolitos superficial [67]
Clorprenlina,
bambuterol,
Poliestireno-éter ~ SPE-UPLC- clembuterol, Teiido porcino [68]
corona polimérico MS/MS brombuterol, J P
mabuterol y
penbuterol
Politiofeno/
Quitosano i o Agua
modificadas con SPE-GC/IMS Triazinas desionizada [63]
PoIiamida/Fe304
I On line SPE- . .
Poliamida 6 HPLC Bisfenol A Agua de rio [59]
Tereftalato de
polietileno SPME-UV- Tetraciclinay Miel [62]
nanoparticulas de  Visy HPLC cefotaxima
oxido de grafeno
Parabenos,
SPE esteroides, Agua
Nylon 6 HPLC flavonoides y desionizada [69]
pesticidas
Policaprolactona- .
difluoruro de On line SPE- Ocratoxina A Cerveza [70]
o UHPLC
polivinilideno
Polianilina- EC-SPME Losartap, Plasma
) Irbesartan, . [71]
policaprolactama HPLC . sanguineo
valsartan

EC: controlada electroquimicamente
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Considerando lo expuesto anteriormente se plantea la fabricacion mediante el
método de soplado de fibras de polisulfona modificada con un extractante para
facilitar su suso como sorbente en la extraccion y preconcentracion de enalapril y
losartan de muestras acuosas.

Para llevar a cabo lo anterior, se plantearon los objetivos siguientes.
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Desarrollo y Evaluacion de Nanofibras de Polisulfona-Aliquat 336 para la Preconcentracion

de Farmacos Antihipertensivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar y evaluar nanofibras para la preconcentracion de farmacos

antihipertensivos de muestras acuosas para facilitar su cuantificacion.

2.2 Objetivos especificos

¢ Obtener nanofibras modificadas con un extractante empleando la técnica de
soplado.

e Evaluar las mejores condiciones para extraer y preconcentrar enalapril y
losartan empleando las nanofibras obtenidas.

e Aplicar las fibras obtenidas para extraer y preconcentrar enalapril y losartan de
muestras dopadas.
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3.1 Preparacion de las nanofibras

Las disoluciones poliméricas se prepararon pesando la cantidad correspondiente de
polisulfona (PS) (Sigma-Aldrich, Ma=22,000 g-mol?), que posteriormente se agitd
durante 4 horas a 25 °C en una mezcla de cloroformo y acetona (Sigma-Aldrich,
>99) en una proporcion 4:1 (v/v). Posteriormente la disolucién resultante se
succion6 con un aerografo comercial, con un diametro de boquilla de 0.8 cm. Para
recolectar las fibras se us6 un cilindro rotatorio (8 rpm) cubierto con aluminio. La
distancia entre el aerégrafo y el colector fue de 10 cm para todos los experimentos
(Figura 3.1). El aluminio con las fibras adheridas se separé del cilindro y se seco a
temperatura ambiente durante 12 horas; posteriormente el aluminio se sumergio en
etanol para facilitar la separacion de la fibras.

En el proceso de fabricacion se evalud la concentracién de PS (3, 6 y 9% (p/v)) y la

presion de salida de aire en la compresora (25 y 40 psi).
3.2 Preparacién de las nanofibras con extractante

El proceso para preparar las fibras modificadas fue similar al descrito anteriormente,
se peso PS (9% (p/v)) junto con el extractante (3.5% (p/v)), se agrego la disolucién
de cloroformo y acetona (4:1 (v/v)) y se agitdé durante 4 horas a 25 °C, las
disoluciones se succionaron empleando una presion de aire de 40 psi. Después de
secar por 12 horas, las fibras se separaron del aluminio sin necesidad de emplear
metanol. Los extractantes evaluados para fabricar las fibras fueron: cloruro de
trioctiimetilamonio (Aliquat® 336, Aldrich), acido bis(2-etilhexil) fosférico (DEHPA,
Aldrich, 97%), tributilfosfato (TBP, Aldrich) y éxidos de trialquilfosfina (CYANEX®
923, Cytec). Como se mostrard mas adelante, se obtuvieron mejores resultados con
aliquat 336 (A336) por lo que en los experimentos siguientes se evaluod la extraccion

de los farmacos con nanofibras compuestas de PS (9%) y A336 (2.5, 3.5,5y 7%
(p/V)).
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Aerografo Fibra

Compresora Disolucion
de aire polimérica

Figura 3.1 Esquema del procedimiento para fabricar las nanofibras.
3.3 Caracterizacion de las fibras

Las fibras se analizaron con un microscopio digital (ProScope HR, 400x) y mediante
microscopia electronica de barrido (Jeol IT 300). En ambos casos se consideraron
la cantidad de fibras observadas y la presencia de nddulos para la seleccion de las
mejores condiciones para su fabricacion.

Para corroborar la presencia de A336 en las fibras se empled espectroscopia
infrarroja de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) empleando un espectrometro
Perkin Elmer Frontier con un accesorio Pike GladiATR, los espectros se obtuvieron
en un rango de 4000-400 cm-2.

Se calculd la cantidad de A336 de las fibras PS (9%)-A336 por diferencia de peso.
Para ello se pesaron 10 mg de las fibras con diferentes porcentajes teéricos de
A336, se agitaron durante 30 minutos con metanol (MetOH, J.T. Baker, >99%),
después de decantar se secaron durante 3 dias a temperatura ambiente y

finalmente se pesaron.
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3.4 Extraccion de losartan y enalapril

Se prepar6é una disolucién de 100 mg-L! de cada farmaco empleando tabletas
comerciales (maleato de enalapril, Psicofarma; losartan potasico, Pisa). Las tabletas
fueron pulverizadas y se peso el equivalente a 2.5 mg del farmaco al que se le
agregaron 15 mL de agua desionizada; después de sonificar por 10 minutos la
disolucion obtenida se centrifugd durante 5 minutos a 2500 rpm. El sobrenadante
se paso por filtros para jeringa de nylon de 0.45 um (Millipore) y finalmente se aford
a 25 mL con agua desionizada. Con esta disolucién se prepararon las soluciones
de trabajo realizando las diluciones correspondientes con agua desionizada (Milli-Q
Academic, Millipore).

Para los experimentos de extraccion las fibras de PS (9%)-A336 se recortaron en
cuadros de aproximadamente 0.5x0.5 cm, se pesé la cantidad necesaria y se
empacaron en jeringas de plastico de 1 mL de capacidad. Para evitar la pérdida de
las fibras, se coloco un filtro de papel (Whatman 41, tamafio de poro: 20-25 um) en
el fondo de la jeringa antes de colocar las fibras. Las fibras empacadas se lavaron
con 1 mL de agua y se eluyé la disolucién del farmaco a gravedad (velocidad de
flujo 0.4-0.6 mL-mint). En la Figura 3.2 se muestra una representacion grafica del

procedimiento general de extraccion.

Solucion
del farmaco

Nanofibras —, &

Analisis en
UV-Vis

Filtro — [*

Figura 3.2 Esquema del procedimiento de extraccion de losartan y enalapril.
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La extraccion de los farmacos se evalu6 variando el porcentaje de A336 en la fibra,
la cantidad de fibra usada, el pH de la disolucion de extraccion y la concentracion
inicial de los farmacos (Figura 3.3), los detalles de cada proceso se describen a

continuacion.

Porcentaje de Cantidad de
A336 en la fibra fibra PS-A336

!

2.5% 5% s 10 mg 4 20 mg
35%  7.5% “

0A
03

g 15mg

02
01

200 wn 280 200 w0 300

ol Analisisen

£ UV-Vis

o
@

2 2-120 mg-L-1

pH de la Concentracioninicial
disolucion inicial del farmaco

Figura 3.3 Variables estudiadas en el proceso de extraccién de losartan y enalapril.

Variacion de la cantidad de A336 en la extraccidon de los farmacos.

Las fibras fabricadas con PS y PS-A336 con diferentes porcentajes del extractante
(2.5, 3.5, 5y 7% (p/v)) se emplearon para extraer los farmacos. El proceso de
extraccién se realizé con 10 mg de la fibras empacadas en la jeringa y se emplearon

5 mL de la solucién de 10 mg-L* del farmaco.
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Variacion de la cantidad de fibras de PS-A336

Como se mostrara mas adelante al emplear las fibras con un porcentaje de PS 'y

A336 del 9 y 3.5% respectivamente, se obtuvieron los mejores resultados. Para
evaluar el efecto de la masa de las fibras en la extraccién se emplearon 5, 10, 15y
20 mg de las fibras de PS-A336 junto con 5 mL de la solucién de 10 mg-L* del
farmaco. Se emplearon estas cantidades por la facilidad de manipulacion y para

reducir el costo del proceso.

Efecto del pH de la disolucidén inicial en la extraccion de los farmacos

El pH de la disolucion de extraccion se ajusté empleando disoluciones de hidroxido
de sodio (NaOH, 98%, Sigma-Aldrich) o acido clorhidrico (HCI, 37%, J.T. Baker),
evaluando valores de pH de 2, 4, 6, 8 y 10. Se emplearon 10 mg de las fibras de
PS-A336 (9y 3.5%) y 5 mL de la solucién del farmaco con una concentracion de 10

mg-L™.

Variacion de la concentracion inicial de los fArmacos

El efecto de la concentracion inicial del farmaco se evalu6 con 10 mg de las fibras
de PS-A336 (9 yv 3.5%) y 5 mL de la disolucion del farmaco a pH 6 con

concentraciones de 5a 120 mg-L™.
3.4.1 Extraccién con diferentes técnicas de impregnacién

Se comparé la extracciéon de losartan y enalapril (10 mg-L™') empleando la técnica
de fabricacién de fibras descrita anteriormente (método 1) con dos técnicas
adicionales. Se estudié una técnica diferente para incorporar al A336 en las fibras
de PS después de fabricadas (método 2) y también se evaluo el uso de membranas
de PS-A336 para extraer los farmacos en columna y en batch (método 3). En la
Figura 3.4 se muestra el esquema general de los métodos de extraccion empleados

y que se describiran con mas detalle a continuacion.
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Método 1 Método 2

Solucion

a
Fabricacion de A336 Fabricacion

de las fibras de las fibras

4 ‘ . . S

i0 Empacado o Impregnacion de N\
Solucion de P Extraccion y la fibra y secado Solu_cuon de PS
PS-A336 analisis Sin A336

Solucion de {
PS-A336 e

Fabricacion de
la membrana

Método 3

Figura 3.4 Esquema general de los métodos empleados para la extraccion de los farmacos.

Solucion
a de A336
Solucion del
» farmaco
Nanofibras :
de PS (9%) — PR
Filtro —> S=2 Secado a 50 °C Proceso de
16 horas extraccion

Figura 3.5 Esquema del procedimiento de fabricacion de las fibras para el método 2.

Para el método 2 se fabricaron fibras de PS (9%, sin A336) con la técnica ya
mencionada, después de secar y recortar, 10 mg de las fibras se empacaron y se
agregé 1 mL de A336 (9.6 mmol-L!) en etanol, finalmente se secaron a 50 °C

durante 16 horas (Figura 3.5). La concentracién de A336 en etanol es equivalente
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a la concentracion empleada para la fabricacion de fibras con un porcentaje del 3.5.
El proceso de extraccion de los farmacos fue el mismo que se siguié para el método

1, descrito en la seccion 3.4.

La membrana empleada para el método 3 se fabricé disolviendo PS y A336 (9 y
3.5%) en 5 mL de cloroformo-acetona (4:1 (v/v)), después de 4 horas de agitacion
la disolucién se verti6 en una caja Petri de vidrio, se dej6 secar a temperatura
ambiente por 24 horas y posteriormente se corté en cuadros de 0.5x0.5 cm. Para el
proceso en columna, 10 mg de la membrana se empacaron en jeringas de 1 mL
para extraer los farmacos, siguiendo el mismo proceso empleado en el método 1
(Figura 3.6). El proceso en batch consistié en colocar 10 mg de la membrana en
contacto con 5 mL de la disolucion del farmaco y agitar durante 10 minutos a
temperatura ambiente y finalmente decantar la solucion (Figura 3.7).

El analisis de las soluciones iniciales y finales se realizd con espectrofotometro
Lambda 40 (Perkin-Elmer) a una longitud de onda de 220 y 208 nm para losartan y
enalapril respectivamente. Todos los experimentos se realizaron por triplicado a 25
°C.

| o [

Lavado | voss
= 1mL H,0
g g Analisisen
UV-Vis
Membrana Solucion
PS-A336 del farmaco

Figura 3.6 Procedimiento para la extraccion de losartan y enalapril con el método 3 en

columna.
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Membrana

PS-A336 ‘

u Solucion —3
del farmaco Decantado *n
Agitacion . Analisis en
10 minutos UV-Vis

Figura 3.7 Procedimiento para la extraccién de losartdn y enalapril con el método 3 en
batch.

3.5 Preconcentracion de losartan y enalapril
3.5.1 Evaluacién del eluyente

Después del proceso de extraccion, las fibras se lavaron con 1 mL de agua
desionizada y posteriormente se empled 1 mL de diferentes disoluciones para eluir
el farmaco retenido en la fibra (Figura 3.8). Se evaluaron disoluciones de HCI (37%,
J.T. Baker) de concentraciones 1, 0.5, 0.2, y 0.1 mol-Lt, NaCl (reactivo ACS, J.T.
Baker) 1 mol-L1, 4cido acético (HAc, J.T. Baker) 1 mol-L** y mezclas binarias de
HCI-NaCl y NaCIl-HAc (1-0.5, 1-1y 0.5-1 mol-L?).

Las soluciones se analizaron empleando un espectrofotémetro Lambda 40 (Perkin-
Elmer) a una longitud de onda de 209 nm (losartan y enalapril en HCI y HCI-NaCl),
247 nm (losartan en HAc y HAc-NaCl) y 236 nm (enalapril en HAc y HAc-NacCl).
Como se mostrara mas adelante, del estudio con distintos eluyentes se obtuvieron
mejores resultados empleando HCI (1 mol-LY), por lo que se utilizé para los

experimentos de preconcentracion sucesivos.
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Figura 3.8 Procedimiento para la preconcentracion de losartan y enalapril.

3.6. Efecto de interferentes en la extraccion y preconcentracién de los

farmacos

Para evaluar la selectividad de las fibras se evaluaron interferentes comunes
reportados en agua residual sintética: urea (Aldrich, 98%), glucosa (Aldrich), cloruro
de amonio (NH4Cl, J.T. Baker, 99.6%), cloruro de sodio (NaCl, J.T. Baker), cloruro
de calcio (CaCl2-2H20, Sigma Aldrich, 99%) y carbonato de sodio (Na2COs, J.T.
Baker) [73-76]. Se prepararon soluciones del farmaco con cada interferente
(mezclas binarias) y el farmaco con la mezcla de todos los interferentes. Se
emplearon 5 mL de cada disolucién con relaciones de concentracion molar 1:1, 2:1
y 1:2 (Losartan: 4.30 umol-L1, Enalapril: 5.31 pumol-L1). Después del proceso de
extraccion, se realizé la preconcentracion empleando 1 mL de HCI 1 mol-L.

El andlisis de las soluciones iniciales y finales se realiz6 mediante UV-Vis como se
indica en los apartados 3.4.1 y 3.5.1. Todos los experimentos se realizaron a

temperatura ambiente y por triplicado.
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3.7 Aplicacion de las fibras de PS-A336 en la preconcentracion de losartan

y enalapril de muestras acuosas

Se evalud la preconcentracion de losartdn en agua desionizada, agua de grifo, agua
residual sintética y agua de presa. Se emplearon 5 mL de cada matriz dopada con
2 mg-L? del farmaco para evaluar la extracciéon. Para el proceso de
preconcentracion se empled 1 mL de HCI 1 mol-L™2.

Para preparar el agua residual sintética se evalu6 la mezcla de los interferentes
descritos previmente con concentraciones reportadas en la literatura (Tabla 3.1).
Para determinar la concentracion minima del farmaco que se puede cuantificar
mediante UV-Vis y evaluar el efecto de cada matriz se emplearon diferentes
concentraciones iniciales de los farmacos (0.48-1.6 mg-L') y se preconcentrd

empleando 1 mL del eluyente, el cual se hizo pasar por gravedad.

Tabla 3.1 Composicion del agua residual sintética.

Concentracion Concentracion
Interferente 1 Interferente 1
(mmol-L™) (mmol-L™%)
Urea 2.0 CaCl,-2H,0 0.02
Glucosa 1.77 NacCl 2.0
NH4CI 0.94 Na>COs 0.50

3.8 Andlisis de losartan mediante HPLC

Para facilitar el analisis de concentraciones mas pequefias de losartan y en
muestras complejas se empledé HPLC. El analisis para losartan se llevo a cabo en
un equipo HPLC con un detector DAD (Agilent 1200 Series) a 230 nm, con una
columna C18 (Agilent Eclipse Plus), empleando valsartan como estandar interno.

La fase movil fue una mezcla de acido acético (1%) y acetonitrilo en una proporcion
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70:30 (v/v) con un flujo de 0.8 mL-min-t. El tiempo de retencién para losartan fue de
4.5 minutos y de valsartan fue de 8.6 minutos, el tiempo total de analisis fue de 11
minutos.

Se estudio el volumen inicial de losartan 0.2 mg-L* (5-100 mL) eluyendo el farmaco
retenido en las fibras con 0.1 mL de HCI 1 mol-L. La disolucién obtenida se evaporé
empleando un flujo de aire y posteriormente se reconstituy6 junto con el estdndar

interno en 0.1 mL de la fase mavil (Figura 3.9).

-%-

Evaporacion Reconstitucion
con aire 0.1 mL fase movil

Q Farmaco retenido 0.1 mL HCI
en lafibra 1 mol-L-

Figura 3.9 Procedimiento para la preconcentracion y cuantificacion mediante HPLC de

losartan.

Para evaluar el efecto de otras matrices como agua de grifo, agua de presa y agua
sintética residual, se emplearon 25 mL de estas muestras dopadas con 0.2 mg-L*

de losartan.
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4.1 Caracterizacion de las fibras
4.1.1 Efecto del porcentaje de PSy presion de aire

En la Figura 4.1 se presentan las imagenes de las fibras, obtenidas con el
microscopio digital, cuando se modificaron la presién del aire de salida en la
compresora y el porcentaje de PS. En la Figura 4.1a puede observarse que
empleando una concentracion de PS del 3% (p/v) y una presion de 25 psi se
obtienen fibras con una gran cantidad de ndédulos, mientras que a 40 psi (Figura
4.1b), predomina una pelicula en vez de fibras. En ambos casos hay un exceso de
solvente y al ser expulsado del aerégrafo no se evapora con la rapidez suficiente
para formar las fibras, lo que es mas evidente a presiones mayores (Figura 4.1b).
Empleando una presién de 25 psiy conforme se aumenta el porcentaje de PS (Figs.
4.1c y 4.1e), la cantidad de fibras aumenta, pero también la presencia de
aglomeraciones (sefialadas en amarillo) debido al incremento de viscosidad de la
disolucion. Al emplear una presion de 40 psi y PS al 6% (Fig. 4.1d) se aprecia la
formacion de fibras con abundantes nddulos debido a que la presién con la que se
expulsa la disolucion no permite que el solvente se evapore completamente. Sin
embrago, con 9% de PS (Fig. 4.1f) se consiguio la mejor produccion de fibras, ya
gue se obtuvieron fibras de mayor longitud las cuales se distinguen al enfocar en
diferentes planos de la imagen. De acuerdo con los resultados obtenidos, estas
Gltimas condiciones se emplearon para evaluar la incorporacion de diferentes

extractantes.
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Figura 4.1 Efecto de la presion en la formacién de fibras. 25 psi: a) 3% PS, ¢) 6% PSy e)
9% PS; 40 psi: b) 3% PS, d) 6% PSy f) 9% PS.
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4.1.2 Evaluacion del extractante

En la Figura 4.2 se muestra las imagenes obtenidas de las fibras de polisulfona (9%)
con diferentes extractantes. En las fibras con A336 y DEHPA (4.2a y 4.2b) se
observaron una mayor cantidad de fibras y menor cantidad de nddulos, a diferencia
de las fibras con CYANEX 923y TBP (Figs. 4.2cy 4.2d).

Figura 4.2 Fibras de PS (9%) con diferentes extractantes: a) A336, b) DEHPA, c) CYANEX
923 y d) TBP. (3.5% extractante. 40 psi).

Para complementar los resultados de la microscopia y seleccionar el extractante

mas adecuado se realizaron estudios de extraccion liquido-liquido empleando
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DEHPA, A336, TBP y CYANEX 923. Se prepararon disoluciones de cada
extractante en hexano con una concentracion de 0.1 mol-L* (fase organica). La fase
orgéanica (3 mL) se puso en contacto con el farmaco disuelto en agua (10 mg-L?,3
mL) y se agité durante 15 minutos. Para losartan se extrajo el 11.5% empleando
DEHPA y 31.33% con A336. Al emplear los demas extractantes la fase acuosa
mostraban turbidez interfiriendo en el analisis mediante UV-vis. Por esta misma
razén la cuantificacion de enalapril no pudo realizarse con ningan extractante.
Considerando estos resultados y que la incorporacion de los extractantes en las
fibras podria ayudar a disminuir la interferencia en la cuantificacion y ademas
mejorar la extraccion aprovechando el area superficial de las fibras, se contemplé
el uso de las fibras con DEHPA y A336 para la extraccion de los farmacos en fase
sélida. Tomando en cuenta que al preparar las fiboras con DEHPA se observaron
regiones en las que no se formaron fibras (Fig. 4.2), se selecciono al A336 como el

extractante mas adecuado para extraer los farmacos antihipertensivos.
4.1.3 Efecto del porcentaje de A336 en la formacion de fibras

En la Figura 4.3 se muestran las imagenes de microscopia de las fibras de PS (9%)
con A336 (0-2.5%). La cantidad de fibras de PS sin A336 (Fig. 4.3a) es menor que
las fibras con A336, por ejemplo, al agregar A336 al 2.5 (Fig. 4.3b) y 3.5% (Fig.
4.4a). El diametro de las fibras con 2.5% de A336 varia entre 1.17 y 3.61 pum (Fig.
4.3c), mientras que las fibras con 3.5% del extractante tienen diametros menores
(0.75-1.36 um) (Fig. 4.4b). Al emplear porcentajes mayores (5y 7%) (Fig. 4.4c y
4.4e) se observa la formacién de nddulos, esto es debido a que el extractante posee
la capacidad de formar micelas, las cuales originan la formacion de estas
irregularidades. El didmetro de las fibras empleando 5 y 7.5% del extractante se
encuentra entre 0.5y 1.75 um (Fig. 4.4d y 4.4f), aunque es similar al diametro de
las fibras con 3.5% de A336, la formacion de ndédulos disminuye el area superficial
del material y esto se ve reflejado en la capacidad de extraccibn como se mostrara

en los resultados de extraccion.
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Figura 4.3 Fibras de PS con diferente porcentaje de A336: a) 0%, b) y c¢) 2.5%. (9% de PS,
40 psi).
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Figura 4.4 Fibras de PS con diferente porcentaje de A336: a) y b) 3.5%, c) y d) 5%, e) y f)
7% (9% de PS, 40 psi).
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4.1.4 Caracterizacion de las fibras de PS-A336 mediante ATR-FTIR

Con la finalidad de comprobar la incorporacion del A336 en la fibra se realiz6 una
comparacion empleando ATR-FTIR entre la fibra de PS (9%) y las fibras de PS-
A336. En la Figura 4.5 se muestra el espectro para la fibra de polisulfona sin
extractante, se pueden observar bandas de estiramiento asimétrico del grupo
sulfona (O=S=0) en 1321, 1293 cm™ y a 1149 cm™ la banda correspondiente al
estiramiento simétrico. La presencia de las bandas de estiramiento de -N-C- en 2923
y 2854 cm™ y de la amina cuaternaria en 1366 cm confirman la presencia del A336
en las fibras. En los espectros puede observarse que el aumento de la intensidad

de la sefial es proporcional a la cantidad de A336 en la fibra.
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Figura 4.5 Espectros de IR de las fibras de PS (9%) con diferentes porcentajes de A336:
(=) 0%, (=) 2.5%, (=) 3.5%, (=) 5% y (=) 7.5%
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4.1.5 Determinacion de la cantidad de A336 en las fibras de PS-A336

La cantidad de A336 determinada por diferencia del peso antes y después de eluir
el extractante de la fibra se muestra en la Tabla 4.1. Como puede observarse, la
cantidad de A336 por gramo de fibra es proporcional al aumento del porcentaje
tedrico. Comparando con los miligramos tedricos, la pérdida de A336 maxima es del
16% (2.5%) esto se pude atribuir principalmente a la elucion incompleta del

extractante en este proceso.

Tabla 4.1 Miligramos de A336 por gramo de fibra

Porcentaje de A336 Cantidad de A336 (Mgasss/Jribra)
en la disolucién
poliméricainicial Tebdrica Experimental
2.5 217 183 (3.2)
3.5 280 237 (11.2)
5 357 333 (1.7)
7.5 438 410 (3.7)

*Porcentaje de desviacion estandar relativa entre paréntesis, n=3.
4.2 Extraccion y preconcentracion de losartan
4.2.1 Variacion del porcentaje de A336

La extraccion de losartan empleando las fibras de PS-A336 se evalu6 variando el
porcentaje de A336, los resultados se muestran en la Figura 4.6. Al emplear sélo
polisulfona se obtienen porcentajes de extraccion del 11.9 + 4.3 %, mientras que al
emplear 3.5% el porcentaje de extracciéon es mayor al 90% (L.D.: 0.30 mg-L %, L.C.:
1.01 mg-L1) La extraccion disminuye al emplear 2.5 y 5% de A336 debido a la

formacion de nédulos como se menciond anteriormente. Al emplear un porcentaje
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del 7% de A336 se observo que la solucion presentaba turbidez, por lo que la
cuantificacion del losartan mediante espectroscopia UV no pudo realizarse. La
turbidez puede ser provocada por la lixiviacion de A336 de las fibras o por la
interaccion entre el extractante y el losartan en la disolucion. Se obtuvieron mejores
resultados con un porcentaje de A336 del 3.5% por lo que este porcentaje se empled

para los experimentos siguientes.
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Porcentaje extraido de losartan (%)

Figura 4.6 Extraccion de losartdn empleando diferentes porcentajes de A336 en las fibras.
Condiciones: 10 mg de las fibras de PS (9%)-A336, 5 mL de la disolucién de losartan 10
mg-L?, pH=6.

4.2.2 Efecto de la cantidad de masa de fibras empleada
Para evaluar el efecto de la cantidad de fibra en la extraccion de losartan se

emplearon 5, 10, 15 y 20 mg de las fibras PS-A336 (9 y 3.5%). Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 4.7. Al usar 5 mg se obtuvieron porcentajes de
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extraccidon menores al 90%, mientras que empleando desde 10 mg se logré extraer
mas del 90% del losartan. Para aumentar la eficiencia del método se emplearon 10
mg de las fibras para los experimentos siguientes, ademas no hubo diferencia
significativa al emplear 10, 15 o 20 mg.
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Figura 4.7 Extraccion de losartan variando la masa de fibras PS-A336. Condiciones: PS-
A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién de losartan 10 mg-L™?, pH=6.

4.2.3 Efecto del pH de la disolucion inicial
El pH de la disolucion inicial se ajustdé empleando soluciones diluidas de NaOH o
HCI. Como puede observarse en la Figura 4.8, el porcentaje de extraccion de

losartan es menor al 50% a un pH de 2, entre valores de pH de 4 y 8 el porcentaje
es mayor al 90% y a pH 10 es de aproximadamente el 86%.
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Figura 4.8 Efecto del pH en la extraccion de losartan. Condiciones: 10 mg de fibras PS-
A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién de losartan 10 mg-L™.

El mecanismo propuesto de extraccion para losartan se muestra en la Figura 4.9, la
amina cuaternaria presente en el A336 interacciona de forma electrostatica con el
losartan aniénico (pH>4.25), por esta razon cuando el losartan se encuentra en su
forma protonada a pH 2 la interacciébn disminuye afectando al porcentaje de
extraccion. A pH 4 el losartan se encuentra en su forma neutra en equilibrio con la
forma zwiteridnica [77], por lo que aun es factible la interaccion con el A336 en la
fibra. La disminucién en la extraccion a pH 10 se atribuye a la presencia de los iones
OH-, ya que por su tamafio pueden interferir en la interaccion entre el losartan y el
A336. Ya que se obtuvieron porcentajes de extraccion mayores al 90% en agua
desionizada sin necesidad de modificar el sistema se considerd un pH 6 como el

adecuado para los experimentos siguientes.
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Figura 4.9 Mecanismo propuesto de la interaccion entre el losartan y A336 a pH 6.
(PKar= 3.0, pKaz=4.25 [13])

4.2.4 Variacion de la concentracion de losartan e isotermas de adsorcion

En la Figura 4.10 se muestra la cantidad de losartan retenido en la fibra en relacién
con la concentracion inicial, se observa que la cantidad maxima de adsorcién
corresponde a una concentracion inicial de 60 mg-Lt, a partir de ésta los sitios
activos de la fibra disminuyen y la fibra se encuentra saturada. La cantidad de
losartan en la fibra (ge) se calcul6é con la Ecuacién 1, donde Coy Ce (Mmg-L?) es la
concentracion inicial y final (al equilibrio) respectivamente, V es el volumen
expresado en litros y m (g) es la masa de fibra empleada. La cantidad maxima de
losartan en la fibra de PS-A336 fue de 15.45 mg-g.

(Co—Ce) -V Ec. 1
m

Ge =
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Figura 4.10 Cantidad de losartan retenido en la fibra PS-A336 respecto a la concentracion

inicial. Condiciones: 10 mg de fibras PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién de losartan.

Para explicar el fendbmeno de adsorcion se emplearon dos modelos (Langmuir y
Freundlich). EI modelo de Langmuir representa un equilibrio entre la adsorcion y
desorcion de moléculas en la superficie del sorbente, en este caso la fibra de PS-
A336. La ecuacion de Langmuir (Ec. 2) puede representarse en forma lineal (Ec. 3)
donde Qmax (Mg-L?) y KL (L-mg?) son constantes relacionadas con la capacidad de
adsorcion maxima y la energia de adsorcion, respectivamente. EI modelo de
Langmuir permite determinar un pardmetro de equilibrio (RL), calculado con la
Ecuacion 4, donde Co (mg-L?) es la concentracién inicial mas alta del analito
empleada en el proceso de adsorcion. El valor de Ry indica la naturaleza de la
adsorcion, siendo no favorable si R es mayor a 1, lineal si es igual a 1, favorable si

el valor se encuentra entre 0 y 1 e irreversible si es igual a cero [78,79].
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_KL'Qméx'Ce

qe = 1+KL'Ce Ec. 2
Ce__ 1 | G Ec. 3
qe KL'Qméx Qméx

R; = ! Ec. 4

L_1+KL'CO c

Por otro lado, la isoterma de Freundlich (Ec.5) se aplica a sistemas heterogéneos,

en los que la adsorcion es reversible y no esta restringida a la formacion de una

capa del adsorbato. La ecuacioén lineal del modelo se muestra en la Ecuacion 6, en

la que Kr ((mg-g?)-(L-g1)¥") es una constante que indica la capacidad de adsorcion

del sorbente y n es un parametro empirico relacionado con la intensidad de la

adsorcion en el proceso. El valor de n puede variar entre 0 y 10, la adsorcion es

buena si tiene valores entre 2 y 10, moderada si el valor se encuentraentre 1y 2,y

si es menor a 1, la capacidad de adsorcion es deficiente [78-80]. Como puede

observarse en la Tabla 4.2 los datos experimentales se ajustan al modelo de

Langmuir (R?= 0.9849), el valor de la Qmax €s similar al obtenido experimentalmente

y el valor de K. indica que el proceso de adsorcion es favorable.

Tabla 4.2 Parametros termodinamicos de las isotermas para losartan a 25 °C.

Langmuir Freundlich
Qmax (Mg-g™) 14.47 n 2.79
KL (L-mg™) 0.329 Kr(mg-g?)-(L-g)n 3.72
RL 0.025
R? 0.9849 R? 0.9045
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1
qe = Kp - CT Ec.5

1
lnqezanF+£lnCe Ec. 6

4.2.5 Estimacion de la constante de complejacion losartan-A336

La constante de complejacion losartan-A336 se calculé considerando el equilibrio
de extraccion del farmaco (F) con el A336, como se muestra en la Ecuacion 7.
Mediante el rearreglo de la ecuacién (Ec. 8 y 9) se obtuvo un funcién lineal (Ec. 10)
con la cual se graficé el logaritmo de la relacion de la cantidad del farmaco retenido
en la fibra y la concentracion del farmaco remanente en la disolucion acuosa contra
el logaritmo negativo de los miligramos de A336 por gramo de fibra (log D vs pA336)
(Figura 4.11). A partir de los datos de regresion lineal se estimé el valor del logaritmo
de la constante de complejacion en 5.3 =+ 1.3 con un coeficiente de correlacion de
0.8044. Son necesarios mas estudios para corroborar la informacion obtenida de
este andlisis. No se consideran otras interacciones moleculares como las que
pueden existir entre otros grupos del losartan y el A336 o de la polisulfona con
ambas sustancias, estas interacciones pueden afectar el valor de la constante y de

n.

F~ + nA336* o F-4336 Ec. 7
(__ [A336 FA36 1
C[F-1-4336%° [F7] 4336+
[F7] Ec. 8
1
=D.
A336°
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logK = logD — log A336% " Ec. 9
logD =logK —npA336* Ec. 10
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Figura 4.11 Gréfico de log D vs pA336 para la estimacion de la constante de complejacion
de losartan y A336.

4.2.6 Extraccién de losartan con diferentes técnicas de impregnacién

Para ratificar que las fibras de polisulfona son necesarias para contribuir al proceso
de extraccion y no solo como soporte para el extractante, se evaluaron diferentes
meétodo para incorporar el extractante.

Los resultados obtenidos al emplear diferentes técnicas de impregnacion para
extraer losartan se muestran en la Tabla 4.3. Empleando los métodos alternativos

(2 y 3) se obtuvieron porcentajes de extraccion menores que con el método 1. La
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disminucién en la extraccion empleando el método 2 puede atribuirse a que parte
del A336 pasa a través de las fibras sin ser retenido. Para corroborar lo anterior se
calculé la cantidad de A336 en las fibras por diferencia de peso antes y después de
eluir con metanol, se obtuvo una cantidad de 13.3 mgasss pPOr Qribra,
considerablemente menor a la cantidad retenida en las fibras PS-A336 del método
1 (237 mgasse por grbra). Empleando el método 3 el porcentaje de extraccion de
losartan disminuyo considerablemente debido a la ausencia de fibras y por lo tanto
a la disminucion del area superficial.

Con los resultados obtenidos se comprobd la necesidad de las fibras de PS-A336
fabricadas con el método 1, ya que la incorporacién inicial del A336 y el area

superficial facilitan la interaccion con el farmaco.

Tabla 4.3 Porcentaje de extraccion de losartan empleando métodos diferentes.

Método 3
Método 1 Método 2
Batch Columna
>90 61.22 (7.78) 8.89 (0.20) 22.10(6.92)

Condiciones: 10 mg del material PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la

disolucién de losartan 10 mg-L™?, pH=6. CV entre paréntesis, n=3.
4.2.7 Elucién del losartan retenido en la fibra

Para eluir el losartan se considero la disminucion de pH empleando HCI o HAc para
favorecer la protonaciéon del losartan y disminuir la interaccion con el A336 en la
fibra. El factor de preconcentracion empleando diferentes eluyentes se muestran en
la Tabla 4.4. Al aumentar la concentracion de HCI aumenta el factor de
preconcentracion, esto se atribuye a la disminucion del pH ya que el losartan es
protonado y eluido con facilidad. Con el propdsito de mejorar la elucién y el factor

de preconcentracién se emplearon mezclas de HCI-NaCl y HAc-NaCl, el NaCl se
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empled con la finalidad de interferir entre la interaccion de la amina del A336 vy el
losartan. Como puede observarse, con las disoluciones de HAc-NaCl se pudo
preconcentrar menos de 3 veces el losartan retenido en la fibra y de la misma
manera al emplear las mezclas de HCI-NaCl. En el caso de la disolucion de HAc,
aungue la disolucion tiene un pH menor a 3 no eluye al losartan por ser un acido
débil y ademas el NaCl puede disminuir la actividad del H* evitando la elucion, un
efecto similar ocurre con las disoluciones de HCI-NaCl. El factor de
preconcentracion mas alto se obtuvo empleando HCI 1 mol-L* (FP =3.40) con un
porcentaje de reextraccion del 78.4%. El losartan pude eluirse ya que se encuentra
completamente protonado (pH<3) por lo que la interaccion con el A336 en la fibra

disminuye.

Tabla 4.4 Factor de preconcentracion de losartan empleando diversos eluyentes.

Eluyente Factor de Iy Eluyente Factor de -
preconcentramon preconcentracmn
HCI 1 mol-L™ 3.40 (9.01) N';g' gg"r?]'olLll_l 2.04 (5.42)
HCI 0.5 mol-L? 2,53 (12.02) ,\T'acc'lllrgoolif‘;l 2.99 (8.35)
HCI 0.2 mol-L 2.27 (4.08) o> r?]‘gl'tf 1.84 (2.35)
HCI 0.1 mol-L 1.97 (0.32) F'?'A""chlf)mm‘ﬂlfl 0.26 (12.49)
NaCl 1 mol-L2 0.91 (17.45) E'aA%' fr;“;'_'tf 2.36 (5.35)
HAc 1 mol-L™ 0.39 (3.53) Ngiol'f’mrgﬁtfl 1.37 (9.34)

Condiciones: 10 mg de las fibras de PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucion inicial de

losartan 2 mg-L?, pH=6. Volumen eluyente: 1 mL. CV entre paréntesis, n=3.
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Se evaluaron concentraciones mayores de HClI 1 mol-L* pero se obtuvieron
resultados con poca repetibilidad y las soluciones presentaban turbidez. Esto se
debe a la lixiviacion del A336 ya que al aumentar la concentracion de HCl aumenta
la solubilidad en el mismo [81] por lo que emplear soluciones mas concentradas

para eluir el losartan afectara la cuantificacion mediante espectroscopia UV-Vis.

4.2.8 Efecto de interferentes en la extraccion y preconcentracion de

losartan

Los resultados de la extraccion al evaluar la mezcla de todos los interferentes junto

con el losartan en relacion molar 1:1, 2:1 y 1:2 (losartan:interferentes) se muestran

en ninguna relacion molar.
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en la Figura 4.12, la mezcla de los interferentes no afecto la extraccion de losartan
sin 2:1

interferentes 1:1 1:2

Relacion molar (losartan:interferentes)

Porcentaje extraido de losartan (%)

Figura 4.12 Efecto de la mezcla de interferentes en la extraccion de losartan. Condiciones:
10 mg de fibras PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién de losartan 4.30 umol-L™.
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Ciertos interferentes en mezcla binaria (losartan:interferente) afectaron la extraccion
como en el caso de la urea en una relacién molar 1:1. Se obtuvo un porcentaje de
extraccion del 81.1 + 10.1% que puede deberse a la interaccion entre el carbonilo y
aminas de la urea con el A336 y el losartan, respectivamente, impidiendo la
interaccion A336-losartan.

Al emplear CaClz con una relacién molar 2:1, el porcentaje de extraccion disminuye
a aproximadamente al 88%, esto se debe a la interaccion entre los iones Cl" y el
A336 y entre los iones Ca?* con el losartan ocasionando que la interaccion entre el
extractante y el farmaco disminuya. Al emplear CaClz con el doble de concentracién
molar respecto a losartan se observa que la extraccion disminuy6 a 75.3 £ 5.2%, de
manera individual este interferente es el que tuvo un efecto mas notable. Al tener
una cantidad equimolar del compuesto, es posible que el Ca?* interactlie con el CI
del A336, permitiendo la interacciéon de la amina cuaternaria con el losartan,
mientras que, al aumentar la concentracion, el exceso de ambos iones dificulta la

interacciéon y disminuye la extraccion.

Al evaluar el efecto de interferentes en la preconcentracion se observé que el NH4Cl
y NaCl afectaron considerablemente la elucién del losartan (FP<3), esto se puede
atribuir a que la actividad del HCI (H*) disminuye por lo que el losartan no puede ser
protonado y esto evita que sea eluido de las fibras.

Aunqgue la urea afecté en la extraccién de losartan, sobre todo en una relacion molar
1:1, se observo que el FP aument6 a 4.52 ya que se logra reextraer todo el losartan
retenido en la fibra, esto es posible por las interacciones que tiene la urea con el
A336 y el losartan facilitando su elucion.

En la Figura 4.13 se muestra el factor de preconcentracién obtenido al evaluar el
efecto de todos los interferentes en mezcla con el losartan. La preconcentracion al
emplear la mezcla de interferentes, solo se ve afectada al evaluar una concentracion

de losartan mayor respecto a los interferentes, o que en muestras reales es poco
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probable, considerando estos resultados es favorable la preconcentracion de

losartdn en muestras reales.
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Relacion molar (losartan:interferentes)

Figura 4.13 Efecto de interferentes en la preconcentracién de losartan. Condiciones: 10 mg
de fibras PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucion inicial de losartan 2 mg-L*. 1 mL eluyente
(HCI 1 mol-L1).

4.2.9 Aplicacion de las fibras de PS-A336 en la preconcentracion de

losartan de muestras acuosas

Al emplear agua de presa y agua de grifo se observo la disminucién considerable
de la sefal de losartan en la solucion después de extraer, sin embargo, no fue
posible la cuantificacion de los resultados de la preconcentracion, debido a que no
es posible distinguir la sefial del farmaco en el analisis espectrofotométrico. Esta
interferencia puede atribuirse a la presencia de contaminantes organicos en las

muestras.
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Se evalud la preconcentracion de losartan en agua desionizada empleando como
eluyente HCI 1 mol-L1; como se observa en la Figura 4.14 se obtuvo una correlacion
de los datos de preconcentracion de 0.9871. La preconcentracion permite el andlisis
de concentraciones de hasta 0.48 mg-L™.

Concentracion final (mg L'1)

y = 5.1789x - 0.0649
R? = 0.9871

0 +— T T T T T T T T
00 02 04 06 08 10 1.2 14 16 1.8

Concentracion inicial de Losartan (mg L™

Figura 4.14 Preconcentracién de losartdn en agua desionizada. Condiciones: 10 mg de
fibras PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucion inicial de losartan, pH=6. Volumen eluyente:
1mL.

El andlisis con agua residual sintética dio resultados favorables, obteniendo un
porcentaje de extraccion mayor al 95% y un factor de preconcentracién de 3.55,
similar al obtenido en agua desionizada (3.4).

Debido a la interferencia presentada en matrices como agua de presay de llave, se

realizd el estudio en HPLC para facilitar la identificacion del losartan.
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4.2.10 Analisis de losartan mediante HPLC

Para evaluar la preconcentracion de losartan y el analisis en HPLC se vari6 el
volumen inicial de la disolucion del farmaco y también se estudidé la
preconcentracion en matrices complejas.

Los resultados de la evaluacion del volumen inicial para preconcentrar losartan se
muestran en la Figura 4.15. El volumen con el que se obtuvieron mejores resultados
fue de 50 mL (FP=100.3) pero, con el fin de hacer mas practico el proceso se
emplearon 25 mL de la solucion inicial de losartan en los experimentos empleando
diferentes matrices.

Se realizaron experimentos en agua desionizada, agua de grifo, agua de presa y

agua residual sintética para analizar el efecto en la preconcentracién de losartan.
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Factor de preconcentracion

Figura 4.15 Variacion del volumen inicial. Condiciones: 10 mg de fibras PS-A336 (9-3.5%),

5 mL de la disolucién inicial de losartan 2 mg-L™. 0.01 mL eluyente (HCI 1 mol-L™?).
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Como se observa en la Tabla 4.5, al emplear agua desionizada y agua de grifo los
resultados son similares mientras que, al emplear agua residual sintética y agua de
presa el factor de preconcentracion disminuye, esto se atribuye principalmente a la

carga organica en este tipo de muestras.

Tabla 4.5 Preconcentracion de losartan en diferentes matrices.

Factor de
Muestra C .
preconcentracion
Agua desionizada 42.25
Agua de llave 42.60
Agua residual sintética 20.08
Agua de presa 16.07

4.3 Extraccion y preconcentracién de enalapril
4.3.1 Variacion del porcentaje de A336

En la Figura 4.16 se muestran los resultados obtenidos de la extraccion de enalapril
al evaluar el porcentaje de A336 en la fibra. Al emplear fibras sin extractante se
obtuvieron porcentaje de extraccién menores al 10% y al aumentar la cantidad de
A336 en la fibra de hasta 5% el porcentaje de extraccién de enalapril también
aumenta y disminuye al emplear un porcentaje de 7%. Como se mostré en la
microscopia de las fibras la cantidad de nddulos es mayor a partir del 5% de A336,
aungue no se observo disminucion en la extraccion del farmaco, las soluciones eran
ligeramente turbias por la lixiviacion del A336. Al emplear 3.5% no se percibioé
turbidez, por lo que se eligi6 este porcentaje para realizar los experimentos

siguientes.
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Figura 4.16 Extraccion de enalapril empleando diferentes porcentajes de A336 en las fibras.
Condiciones: 10 mg de las fibras de PS (9%)-A336, 5 mL de la disoluciéon de enalapril 10
mg-L?, pH=6. Limite de cuantificacién: 0.51 mg-L™. Limite de deteccién: 0.15 mg-L™.

4.3.2 Efecto de la cantidad de masa de fibras empleada

La extraccion del enalapril se favorece al aumentar la cantidad de fibras empleada
ya que aumentan los sitios activos. Como se muestra en la Figura 4.17, se
obtuvieron porcentajes de extraccion mayores al 55% empleando s6lo 5 mg de la
fibra, al aumentar la cantidad fibra desde 10 mg la extraccion de enalapril fue mayor
al 70%. Se emplearon 10 mg para los experimentos siguientes ya que se obtuvieron

porcentajes de extraccion adecuados empleando una cantidad minima de las fibras.
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Figura 4.17 Extraccion de enalapril variando la masa de fibras PS-A336. Condiciones: PS-
A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién de enalapril 10 mg-L?, pH=6.

4.3.3 Efecto del pH de la disolucion inicial

En la Figura 4.18 se muestran los resultados obtenidos al evaluar el efecto del pH
en la extraccion de enalapril. A un pH de 2 el enalapril se encuentra completamente
protonado por lo que disminuye la interaccion con el A336 en la fibra disminuyendo
el porcentaje de extraccion. El &cido carboxilico del enalapril a pH 4 se encuentra
en forma aniodnica, pero la amina aun esta protonada y con carga positiva por esta
razén el porcentaje de extraccion es menor al 50%. En disoluciones basicas (pH 8
y 10) el enalapril se encuentra en su forma anidnica pero los aniones OH" evitan la
interaccion adecuada con el A336 y por lo tanto disminuye el porcentaje de
extraccion. A pH 6 se observo el mejor porcentaje de extraccion (70.04 + 1.4%) ya
que el enalapril se encuentra en su forma aniénica y puede interactuar facilmente

con el A336 sin la presencia de iones interferentes (Figura 4.19).
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Figura 4.18 Efecto del pH en la extraccion de enalapril. Condiciones: 10 mg de fibras PS-
A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién de enalapril 10 mg-L™.

4.3.4 Variacion de la concentracion de enalapril e isotermas de adsorcion

La cantidad de enalapril en la fibra (ge) en funcion de la concentracién inicial se
muestra en la Figura 4.20. La cantidad maxima de enalapril en la fibra de PS-A336
fue de 14.31 mg-g?. A partir de una concentracion inicial de 60 mg-L* la cantidad
retenida en la fibra no cambia significativamente, por lo que se considera que la fibra
esta saturada.

Al evaluar el fenbmeno de adsorcion se observé que la extraccion de enalapril se
ajusté mejor al modelo de Freundlich (R2=0.9266) indicando que la adsorcion se
lleva a cabo de manera heterogénea y en mas de una capa. De acuerdo con el valor

de n obtenido la adsorcion es buena ya que se encuentra entre 2 y 10 (Tabla 4.6).
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Figura 4.19 Mecanismo propuesto de la interaccion entre el enalapril y A336 a pH 6. (pKai=

3.0, pKaz= 5.5 [17])

Tabla 4.6 Parametros termodinamicos de las isotermas para losartan a 25 °C

Langmuir Freundlich
Qmax(Mg-g™) 17.22 n 2.08
KL (L-mg™) 0.07 Kr(mg-g™1)-(L-gt)¥n 2.09
RL 0.121
R? 0.9093 R? 0.9266
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Figura 4.20 Cantidad de enalapril retenido en la fibra PS-A336 respecto a la concentracion

inicial. Condiciones: 10 mg de fibras PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucion de enalapril.
4.3.5 Estimacion de la constante de complejacion enalapril-A336

La constante de complejacion se calculé empleando la Ec. 9 para graficar el log D
vs pA336 (Figura 4.21). De la regresion lineal se obtuvo un valor de 1.96 + 0.32 para
el logaritmo de la constante de complejacién y un coeficiente de correlacién de
0.9174.

El valor de la constante explica el porcentaje de extraccion menor de enalapril en
comparacién con el porcentaje de extraccibn de losartan (70 y >90%,
respectivamente). Esto es solo considerando las interacciones con el A336, es
posible que existan otras interacciones (puente de hidrogeno) entre los oxigenos

presentes en la estructura del enalapril y los hidrégenos alifaticos en el A336.
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Figura 4.21 Gréfico de log D vs pA336 para la estimacion de la constante de complejacion
de enalapril y A336.

4.3.6 Extraccion de enalapril con diferentes técnicas de impregnacion

Tabla 4.7 Porcentaje de extraccion de enalapril empleando métodos diferentes.

Método 3
Método 1 Método 2
Batch Columna
70.04 (1.42) 17.80 (0.20) 12.47 (11.63) 6.52 (0.66)
Condiciones: 10 mg del material PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la

disoluciéon de enalapril 10 mg-L?, pH=6. CV entre paréntesis, n=3.

La extraccion de enalapril fue menor al emplear la fibra impregnada y la membrana

(métodos 2y 3) que con el método 1 (Tabla 4.7). Como se menciond anteriormente,
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la disminucién de la extraccion se atribuye a la cantidad de A336 en la fibra (método

2) y a la disminucion del area superficial (método 3).

4.3.7 Elucién del enalapril retenido en la fibra
Al evaluar la elucion de enalapril con HCI se observé que es mas facil eluirlo al
aumentar la concentracion del acido hasta 1 mol-L'1. La elucién del enalapril es
posible por la disminucién del pH, lo que ocasiona que el enalapril se encuentre

protonado y no interactle con el extractante.

Tabla 4.8 Factor de preconcentraciéon de enalapril empleando diversos eluyentes.

Eluyente Factor de ., Eluyente Factor de -
preCOﬂCGntraClon preCOﬂCEﬂtraClon
HCI 1 mol-L* 3.54 (4.13) N;'g' g:r‘:]'olLll_l 0.73 (4.70)
HCI 0.5 mol-L 1.75 (6.57) l\T'accllllTnOO':‘; 0.59 (5.05)
HCI 0.2 mol-L 1.51 (4.04) HNglc?f rr:;'_'tf 1.36 (11.94)
HCI 0.1 mol-L 1.33 (4.05) F':'A""chlf)mm‘ﬂllfl 3.47 (8.04)
NaCl 1 mol-L 1.06 (5.19) T'aACC' 11::(;'5 2.47 (5.77)
HAc 1 mol-L - Nﬁiol"r’mrgftfl 2.10 (8.24)

Condiciones: 10 de las fibras de PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién inicial de enalapril

2 mg-L%, pH=6. Volumen eluyente: 1 mL. CV entre paréntesis, n=3.
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Se intentd mejorar la preconcentracion empleando mezclas de HAc-NaCl y HCI-
NaCl. Las disoluciones de HCI-NaCl tuvieron factores de preconcentracion menores
a 2 mientras que con la mezcla de NaCl 1 mol-L-*-HAc 0.5 mol-L* se obtuvo un
factor de 3.47. Se eligi6 como eluyente al HCI 1 mol-L* por el FP obtenido (3.54),

logrando reextraer el 75.92% del enalapril retenido en la fibra.

4.3.8 Efecto de interferentes en la extraccién y preconcentracion de
enalapril

En la Figura 4.22 se muestran los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la
mezcla de interferentes en la extraccion de enalapril. La extraccion con la mezcla
de interferentes se favorecio en todos los casos, esto puede sugerir que la
aplicacion de las fibras de PS-A336 para la extraccion de enalapril en muestras
reales es factible.

En mezcla binaria (enalapril:interferente) la urea (relacién molar 2:1) y la glucosa
(relacion molar 1:2) favorecieron la extraccion de enalapril. En estos casos la
presencia de estos compuestos favorece la desprotonacion del enalapril mejorando
la interaccion con el A336 en las nanofibras. Otro efecto importante se observo con
el NH4Cl en una relacion molar 2:1(enalapril:interferente), considerando que con los
otros interferentes de cloruros no se observé una afectacion importante en la
extraccion, se puede atribuir el efecto negativo al NH4*, al ser un cation mas
pequefio, comparado con el A336, su interaccion con el enalapril es mas efectiva

disminuyendo la extraccién del farmaco.
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Figura 4.22 Efecto de la mezcla de interferentes en la extraccion de enalapril. Condiciones:
10 mg de fibras PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién de enalapril 5.31 umol-L™.

En el proceso de preconcentracion la mayoria de los interferentes evaluados
afectaron considerablemente la elucion del enalapril en la fibra. La presencia de los
iones interviene en la protonacion del enalapril por lo que es mas dificil que la
interaccidn con el A336 se debilite, disminuyendo la elucién y preconcentracion.

Por otro lado, al tener en mezcla los interferentes la preconcentracion se favorecio

al emplear los sistemas con relacion molar 2:1 y 1:2 (Figura 4.23).

4.3.9 Aplicacién de las fibras de PS-A336 en la preconcentracion de

enalapril de muestras acuosas
De la misma manera que en el proceso de losartan, al emplear agua de presay grifo

la cuantificacion no se pudo llevar a cabo. La preconcentracion de enalapril en agua
desionizada se puede cuantificar a partr de 0.64 mg-L', empleando
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concentraciones menores se observaron inconsistencias en el balance de masa

(Figura 4.24). El coeficiente de correlacién obtenido fue de 0.9814.

Al analizar en agua residual sintética se obtuvo un porcentaje de extraccién del 30.2

*+ 11.7%, este porcentaje es menor a lo esperado de acuerdo con la mezcla de

interferentes en relacion molar 1:2 de experimentos previos, pero al tener

concentraciones de los interferentes hasta 10 veces mayores es posible que los

iones intervengan en la interaccion de forma negativa. Debido al porcentaje de

extraccion bajo, se obtuvo un factor de preconcentracion de 0.86.

4.5

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

Factor de preconcentracion

1.0

0.5

0.0

HH
——

+
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sin . . .
interferentes 2:1 1:1 1:2
Relacion molar (enalapril:interferentes)

Figura 4.23 Efecto de interferentes en la preconcentracion de enalapril. Condiciones: 10
mg de fibras PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucién inicial de enalapril 2 mg-L*. 1 mL

eluyente (HCI 1 mol-L?Y).

Eﬁ?GS



Desarrollo y Evaluacién de Nanofibras de Polisulfona-Aliquat 336 para la Preconceniracion de

Fdarmacos Antihipertensivos

4.5
4.0
3.5 o -
3.0 p -
2.5 {}
2.0 - .

1.5

Concentracion final (mg L'1)

1.0 4

05 .- y = 3.1655x + 0.1597
. R?=0.9814
0'0 I | | | | | |

00 02 04 06 08 10 12 14

Concentracion inicial de enalapril (mg L'1)

Figura 4.24 Preconcentracion de enalapril en agua desionizada. Condiciones: 10 mg de
fibras PS-A336 (9-3.5%), 5 mL de la disolucion inicial de enalapril, pH=6. Volumen eluyente:
1mL.

4.4 Comparacion con otros métodos de extraccion de losartan y enalapril

Se ha reportado la extraccion de losartan con fibras de polianilina inmovilizada en
policaprolactama [71], se emplearon 2 mg de las fibras para un volumen de muestra
de 5 mL, aunque necesitd de un potencial para llevar a cabo el proceso. Estas fibras
fueron fabricadas con la técnica de electrohilado y se usé HPLC-UV-Vis para la
cuantificacion. Las fibras de PS-A336 son competitivas con el trabajo mencionado,
ya que el método de fabricacion es mas sencillo y econdmico, el tamafio de las
fibras es mayor (0.75 um comparadas con 0.15 um) pero se logran resultados de
extracciébn muy similares.

La extraccion y preconcentracion de enalapril empleando materiales no comerciales

es escasa, pero puede compararse con algunos métodos que emplean sorbentes
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para preparar muestras y preconcentrar el farmaco. Para esto se emplean
cantidades de sorbente que varian desde 60-200 mg empleando hasta 1000 mL de
las disoluciones a diferencia del método desarrollado en este trabajo en el que se
emplean solo 10 mg. Aunque se emplearon hasta 100 mL de las disoluciones estas
tienen concentraciones mayores a las reportadas, por lo que al emplear
concentraciones iniciales menores de los farmacos es posible aumentar el volumen
sin saturar las fibras y aumentar el factor de preconcentracion.

La principal ventaja sobre los métodos reportados para losartan y enalapril es el uso
de una técnica de cuantificacibn mas econdmica (UV-Vis) en comparacion con
técnicas como HPLC-MS/MS y, ademas, aun puede mejorarse el factor de

preconcentracion con las fibras de PS-A336.
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La fabricacion de fibras de PS y PS-A336 pudo llevarse a cabo con el método de
soplado, se observé el efecto de la presion y de la cantidad de polimero y extractante
empleadas. La formacion de nédulos disminuyo considerablemente al emplear una
presion de 40 psi y un porcentaje de polisulfona del 9%. Con estas condiciones se
evaluo la incorporacion del extractante obteniendo mejores resultados al emplear
aliquat 336. Las fibras obtenidas tuvieron diametros entre 0.5 y 3.6 um lo que
concuerda con lo reportado en la literatura para el método de soplado.

La aplicacion de las fibras de PS-A336 en la extraccion de enalapril y losartan tuvo
resultados favorables. En ambos casos los procesos se ven afectados
significativamente por el pH, debido a las propiedades acido-base de los farmacos.
En las condiciones adecuadas (9% PS, 3.5% A336, pH 6, 10 mg de fibra) se obtuvo
un porcentaje de extraccidbn mayor al 90% y de 70% para losartan y enalapril
respectivamente. La diferencia de extraccion se debe a la estructura de los
farmacos: a diferencia del enalapril, el losartan tiene un anillo de tetrazol que al estar
ionizado la deslocalizacion de la carga facilita la interaccién con la amina cuaternaria
del A336. Al calcular la constante de complejacién se corroboré que hay una mayor
afinidad hacia el losartdn (log K=5.3) que hacia el enalapril (log K=1.96). Se
necesitan mas estudios para determinar con mas exactitud la interaccion de los
farmacos con el A336, ya que en el caso del losartan la interaccién puede no ser en
relacion 1:1 de acuerdo con los resultados obtenido de la regresion lineal.

Se corroboro la utilidad y necesidad de realizar la fibras con extractante empleando
el método de soplado, ya que, al emplear fibras impregnadas después de su
fabricacion o la preparacion de una membrana, no se obtuvieron mejores
resultados. Esto resalta la necesidad de los sitios para que el extractante se
impregne, ademas de la ventaja del tamafio de las fibras para tener un area
superficial alta.

La preconcentracion de los farmacos pudo llevarse a cabo empleando HCI con una
concentracion 1 mol L, se pudieron cuantificar concentraciones de losartan de

hasta 0.48 mg L y de enalapril de 0.64 mg L en agua desionizada. Para hacer
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posible la cuantificacion de concentraciones mas pequefias mediante
espectroscopia UV-Vis puede emplearse un volumen inicial mayor de la muestra
para aumentar el factor de preconcentracion.

La extraccion y preconcentracion de los farmacos no se ve afectada de manera
importante por la presencia de interferentes en mezcla reportados en agua sintética
residual (relacion molar 1:2), sin embargo, al evaluar concentraciones reales la
extraccion disminuye considerablemente afectando la preconcentracion. Para
facilitar la determinacion de los farmacos en espectroscopia UV-Vis puede
realizarse un pretratamiento de las disoluciones empleando solo la fibra de PS sin
extractante a pH acidos, de esta manera los farmacos no seran retenidos y se
disminuird el efecto de interferentes en la preconcentracion. La polisulfona es
empleada en procesos de filtracién de agua, por lo que el uso de las fibras para
eliminar interferentes en las muestras es factible.

Se utiliz6 como alternativa el andlisis en HPLC para losartan, evaluando la
preconcentracion en muestras dopadas. En este procedimiento se logré
preconcentrar hasta 100 veces el farmaco retenido. Empleando esta técnica es
posible aumentar ain mas el factor de preconcentracion al disminuir el volumen de
reconstitucion, ademas también puede emplearse para evaluar el efecto de otros
farmacos en la extraccidén y preconcentracion.

Estudios preliminares con enalapril en HPLC mostraron que, debido a su polaridad
y a la naturaleza de la columna y solvente empleados, el farmaco se eluye con
rapidez por lo que, para cuantificar enalapril mediante HPLC es necesario ajustar
las condiciones ya sea empleando otro tipo de columna, solvente o incluyendo un
compuesto que al interactuar con el enalapril modifique su polaridad. También es
posible emplear otra técnica como electroforesis capilar o técnicas electroquimicas
para facilitar cuantificacion junto con el uso de las fibras de PS-A336.

Finalmente, es necesario corroborar los analisis y realizar la validacién del método

empleando estandares de los farmacos.
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