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ABSTRACT

Molecular imprinting is a technique that allows to obtain polymers that are able to
recognize, bind or selectively absorb that molecule. It is a method that has been
successfully used for the recognition of small molecules in chemical detection tests,
catalysis processes, separation processes and as an analytical tool, among others.
However, the application of this technique in the field of health sciences, for the
recognition of large molecules (like proteins) presents more complications, being
precisely in this aspect in which the present work is focused.

In this work, alginate — based particles with molecular recognition characteristics in
order to selectively absorb a model protein (bovine serum albumin, BSA) have been
generated. For this purpose, the protein was non — covalently bound to the polymer
structure through electrostatic interactions, before the generation of the particles by
ionic gelation, a technique that is easy to perform and use, unlike the classical
techniques employed for the production of molecularly printed polymers (MIPs), only
sodium alginate and calcium chloride, biocompatible, non — toxic, and non-carcinogenic
compounds, making this technique highly applicable in biomedical and food fields. To
create the template within the particles, the protein was completely extracted by an
elution solution, in such a way that the particles were endowed with highly specific
recognition sites for the protein for which it was imprinted. Likewise, to verify the
acquisition of such specificity, those particles were subjected to a recognition process,
where the results obtained reflect a maximum recognition capacity of 1.3 mg of protein
per gram of particles.



RESUMEN

La impresidon molecular es una técnica que permite obtener polimeros con capacidad de
reconocer, unir o secuestrar selectivamente aquella molécula para cuya selectividad han
sido disefiados. Se trata de un método que se ha utilizado con éxito para el
reconocimiento de moléculas pequefias en ensayos de deteccidn quimica, procesos de
catdlisis, procesos de separacion y como herramienta analitica, entre otras. Sin
embargo, la aplicacién de esta técnica en el campo de las ciencias de la salud, para el
reconocimiento de moléculas de mayor tamafio, como las proteinas, presenta mas
complicaciones, siendo precisamente en este aspecto en el que se centra el presente
trabajo™2,

En este trabajo se han generado particulas basadas en alginato con caracteristicas de
reconocimiento molecular capaces de absorber selectivamente una proteina modelo
(albumina de suero bovino, BSA). Para ello, la proteina se unié de forma no covalente a
la estructura del polimero a través de interacciones electrostdticas, antes de la
generacioén de las particulas por gelificacién idnica, una técnica de facil realizacion, y
que, a diferencia de las técnicas clasicas empleadas para la produccién de polimeros
impresos molecularmente (MIPs), los Unicos materiales utilizados son alginato sdédico y
cloruro calcico, compuestos biocompatibles, no téxicos y no carcinégenos, y que la hace
de gran aplicabilidad en campos biomédicos y alimenticios. Para crear la plantilla dentro
de las particulas, la proteina fue extraida por completo mediante una solucién de
elucién, de tal forma que las particulas fueron dotadas de lugares de reconocimiento
altamente especificos para la proteina para la que fue impreso!®3l, Asimismo, para
verificar la adquisicidon de tal especificidad, esas mismas particulas fueron sometidas,
posteriormente, a un proceso de reconocimiento, donde los resultados obtenidos
reflejan una capacidad de reconocimiento maxima de 1,3 mg de proteina por gramo de
particulas.



1. INTRODUCCION

La publicacién del cientifico Polyakov en 1931 acerca de los efectos que pueden tener
diferentes disolventes sobre la estructura de los poros durante el secado de una silice
recién preparada, podria decirse que marco el comienzo en la comunidad cientifica de
una nueva tecnologia conocida como impresién o reconocimiento molecular®l.

La impresiéon molecular es una técnica innovadora que permite originar lugares de
reconocimiento altamente especificos y afines a una molécula concreta dentro de
matrices poliméricas, similares a ciertos sistemas naturales, tales como anticuerpos y
receptores bioldgicos o sistemas de enzima — sustrato. Para conseguir esta especificidad
se debe llevar a cabo una polimerizaciéon o entrecruzamiento en presencia de aquella
molécula que posteriormente se quiera reconocer (molécula plantilla o molde), la cual
es a posteriori extraida, quedando asi en el polimero cavidades que son
complementarias, en tamafio y forma, a la molécula plantilla. Las interacciones que se
establecen entre el polimero y la molécula plantilla, las cuales pueden ser covalentes,
no covalentes y semicovalentes, marcan la dindmica de eliminaciéon de la molécula
moldel>9],
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Figura 1. Esquema de preparacion de polimeros impresos molecularmente (MIPs)!

Se trata de una tecnologia ampliamente estudiada para moléculas pequeias (iones
metalicos, herbicidas y aminodcidos), convirtiéndose en una herramienta muy util en
areas como separacion y purificacién, sensores y biosensores, catalisis y terapia médica,
siendo esta ultima donde mayor desafio se plantea. No obstante, su desarrollo con
moléculas de mayor peso molecular (por ejemplo, las proteinas) ha presentado grandes
dificultadest®?l,

Con el objetivo de mejorar la aplicabilidad de estos polimeros impresos en areas con
fines médicos y alimenticios, como pueden ser el diagndstico de enfermedades,
administracion de farmacos o deteccion en la industria alimentaria, es necesario partir
de materiales biocompatibles que no sean téxicos y/o carcindgenos y utilizar técnicas
de generacién de las particulas que no utilicen condiciones drasticas para su generacion,
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como disolventes organicos, calentamiento o fuerzas de homogenizacion de alta
cizallal?.

En este sentido, los alginatos, que son polisacaridos lineales hidrosolubles derivados de
algas pardas y compuestos por cantidades variables de acido B-D-manurénico y acido a-
L-gulurdnico, podrian considerarse un excelente material de partida en la impresion
molecular, pues presentan una gran biocompatibilidad y biodegradabilidad. Su
composicion, en cuanto a la relacidn entre las unidades manurdénico/gulurénico y la
secuencia de los mismos, varian dependiendo de la fuente de la cual proviene el
polisacarido. En contacto con cationes divalentes, como el calcio, se generan
interacciones que conllevan la gelificacion de soluciones acuosas de alginato. Este tipo
de asociaciones que se establecen siguen el modelo conocido como “modelo caja de
huevos” (‘eggs — box model’), el cual ilustra como los cationes de calcio se disponen
entre dos cadenas lineales de alginato, estabilizandose la estructura mediante uniones
con las unidades de B-D-manurénicol2821,
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Figura 2. Modelo de “caja de huevos” (‘eggs — box model’) que explica la interaccion entre los
iones Ca?* con las unidades de B-D-manurdnico presentes en el alginato!

El objetivo de este trabajo es generar particulas basadas en alginato con caracteristicas
de reconocimiento molecular selectivo de una proteina modelo, la albumina sérica
bovina (BSA). Para ello, previamente a la generacion de las particulas, la proteina se unié
a la estructura del polimero a través de interacciones electrostaticas, teniendo en
cuenta el punto isoeléctrico de la misma. Para crear la plantilla dentro de las particulas,
la proteina fue extraida por completo mediante una solucién de eluciéon a un pH muy
superior al punto isoeléctrico de la misma, de tal forma que las particulas fueron dotadas
de lugares de reconocimiento altamente especificos para la proteina para la que fue
impresol?l,



2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

El polisacdrido empleado fue alginato sédico (Protanal® HF120 RBS, FMC Corporation,
UK, distribuido por IMCD, Barcelona, Espafia) con una viscosidad de 616 mPa:sy pH 6,7
a una concentracion del 1% en agua a 20°C. La proteina de reconocimiento elegida, por
su bajo coste, fue la albumina de suero bovino (Sigma — Aldrich, St. Louis, USA, con
pureza minima del 98% para electroforesis). Los medios acuosos utilizados en los
distintos procesos estuvieron constituidos por agua ultrapura (MQ) y disoluciones
acuosas de cloruro célcico dihidratado (CaCl; - 2H,0, peso molecular 147,02 g/mol,
Merck KGaA, Alemania), Tris — hidroxi — metil —amino — metano y Tris — clorhidrato (Tris
— buffer) (Trizma® Pre—set crystals, peso molecular 150,6 g/mol, pH 7,5, Sigma Chemical
Co, St. Louis, USA). Para ajustar los valores de pH requeridos en ciertas ocasiones, se
empled acido clorhidrico diluido a partir del disponible comercialmente (HCl, 35%, p =
1,185 kg/L, Panreac Quimica SA, Barcelona).

2.2 Métodos

2.2.1 Método analitico

Se utilizé un método espectrofotométrico a una longitud de onda de 280 nm, utilizando
un espectrofotometro UV — Vis Ultrospec 3300 Pro (Amersham Pharmacia Biotech, UK).

Para la validacion del método analitico, se prepararon disoluciones patrdn, a partir de
tres disoluciones madre diferentes de 10 mg/ml de BSA, en un intervalo de
concentraciones entre 50 ug/ml hasta 3 mg/ml, en todos los medios en los que se analiza
la proteina a lo largo del proceso de reconocimiento (agua MQ, CaCl; al 2% w/v, tris —
buffer 0,05M pH 7,4 con CaCl; al 1% w/v y tris — buffer 0,05M pH 7,4), con el Unico
objetivo de poder determinar posteriormente la cantidad de proteina liberada o
absorbida. Las disoluciones patrdn se analizaron en tres dias diferentes a lo largo de una
semana y el método se validé de acuerdo al andlisis de la varianza (ANOVA).

2.2.3 Generacion de particulas con proteina mediante impresién molecular no —

covalente (MIP) y sin proteina (NIP)

Se prepard una disolucion de proteina (BSA) de 10 mg/mL en agua MQ ajustada a un pH
4,2. Posteriormente, a esta disolucidén se incorpord la cantidad suficiente de alginato
sddico hasta obtener una concentracion del 2% w/v.

Para generar las particulas impresas (MIP), aproximadamente unos 3 ml de la solucion
alginato/BSA se incorporo gota a gota en una disolucién de CaCl; al 2% w/v con la ayuda
de una jeringa provista con aguja de 20 G, que fue pesada antes y después del proceso
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para determinar la masa de particulas producidas. Las particulas generadas se
mantuvieron en agitacién durante 2 minutos y posteriormente se filtraron a través de
filtros de membrana de 0,45 um (Pall Corporation, Sigma — Aldrich, México). La cantidad
de proteina no incorporada durante el proceso de generacién de las particulas fue
determinada espectrofotométricamente analizando el sobrenadante.

Por otra parte, también se generaron de la misma manera particulas blancas, sin BSA,
denominadas como particulas NIP (non — imprinted polymers).

2.2.3 Eliminacidn de la molécula plantilla (proteina)

Las particulas anteriormente generadas se pusieron en contacto con soluciones de
elucién de tris — buffer 0,05M, pH 7,4, en agua MQ, con y sin CaCly al 1% w/v, y se
sometieron a procesos combinados de agitacién magnética y recirculacidon continua
mediante el uso de bombas peristalticas. Después de cada proceso, el medio se renovo,
previa filtracion de las particulas, y se analizdé el sobrenadante mediante
espectrofotometria para hacer un seguimiento de las cantidades de proteina que se iba
eliminando hasta que éstas fueran indetectables.

Tras el proceso de eliminacién de la molécula plantilla, las particulas se almacenaron a
4°C durante varios dias en agua MQ que fue renovada cada dia, para permitir el proceso
de hinchamiento y la liberacién de la proteina residual que pueda permanecer en las
mismas.

Las particulas denominadas NIP fueron sometidas al mismo proceso, para asi mantener
las mismas condiciones que las particulas MIP.

2.2.4 Proceso de reconocimiento de la proteina

Para verificar la capacidad de reconocimiento de las particulas, se introdujo una
cantidad conocida de particulas hidratadas, previa retirada del exceso de humedad
superficial con papel de filtro, en un frasco conteniendo 30 mL de una disolucion de BSA
de 1 mg/mLy se mantuvieron bajo agitacion orbital (Grant Bio — POS 300) a temperatura
ambiente. Este proceso se realizé tanto con las particulas MIP como con las NIP.

Asimismo, para este ensayo, una cierta cantidad de particulas NIP, se dispersaron en 30
mL de agua MQ, utilizdndose como blanco (particulas control), para restar la posible
interferencia en la absorbancia (280 nm) debida a la degradacién del alginato con el paso
del tiempo.



A lo largo del tiempo, de cada una de las tres suspensiones de particulas (MIP, NIP y
Control) se tomd una alicuota (1 mL), se filtrd, utilizando filtros de jeringa de 0,45 um
(Acrodisc® 25 mm Syringe Filter, Pall Corporation, South Wagner Road, USA) para
eliminar restos de alginato, y se determiné la absorbancia a 280 nm. Las medidas se
continuaron hasta que las concentraciones de albumina en el medio se mantuvieron
constantes, lo que indica que se ha alcanzado el maximo de absorcién por cada tipo de
particulas.

La capacidad de reconocimiento de las particulas fue determinada comparando los
resultados obtenidos de las particulas MIP y NIP.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Validacion de los métodos analiticos

En las Figuras 3 — 6 se muestran las distintas rectas de calibrado absorbancia —
concentraciéon de BSA en los diferentes medios empleados durante el proceso de
generaciéon de las particulas de alginato y eliminacidon y reconocimiento de BSA.
Asimismo, adjunto a cada figura se muestran los correspondientes andlisis de varianza
(ANOVA) de la regresion (Tablas 1 —4).

A partir de los resultados de los analisis de varianza se puede indicar que en todos los
casos el modelo lineal propuesto es correcto.

BSA en agua MQ

—= 2,000
€ ’
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< ’
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Concentracion BSA (mg/ml)

Figura 3. Recta de calibrado de BSA en agua MQ



Tabla 1. Andlisis de la varianza de la regresién lineal del BSA en agua MQ.

Origen de Suma de Grados de Cuadrados
variacion cuadrados (SC.) | libertad (g.I) | medios (C.M)
Total 11,621 29
Regresion 11,605 1 11,605
Residual 0,016 28 6-10%
D.L 0,005 8 5,89 -10%
Error puro 0,011 20 5,62 -10%
Hibotesis ensavada Estadistico Estadistico tabulado
P v calculado (o =0,05)
Ho: Bo=0 _ _
Ha: Bo % 0 t2=0,914 ttab = 2,048
Ho: B1=0 _ _
le Bl 20 Fcal = 20358,143 Ftab = 4,2
Ho: No existe D.L _ B
Ha: Existe D.L Feal = 1,0472 Frab = 2,45

\ Coeficiente de variacion del método (CV) = 3,646%

2,000

1,500

1,000

0,500

Absorbancia (280 nm)

0,000

0,5

BSA en CaCl, 2% w/v

y =0,5912x
R?=10,9994
1 1,5 2 2,5 3

Concentracién BSA (mg/ml)

Figura 4. Recta de calibrado de BSA en CaCl, 2% w/v

F calculadas

20358,143

1,0472

Decision
Acepto hipotesis
nula (bo = 0)
Rechazo hipdtesis
nula (b1 2 0)
Acepto hipotesis
nula (4 D.L)

3,5
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Tabla 2. Anélisis de la varianza de la regresién lineal del BSA en CaCl, 2% w/v

Origen de Suma de Grados de Cuadrados F calculadas
variacion cuadrados (SC.) | libertad (g.I) | medios (C.M)
Total 11,267 29
Regresion 11,254 1 11,254 23215,788
Residual 0,014 28 4,9-10*
D.L 0,0010 8 1,24 - 10 0,1968
Error puro 0,013 20 6,29 - 10
Hibotesis ensavada Estadistico Estadistico tabulado Decision
P v calculado (o =0,05)
Ho: Bo=0 B _ Acepto hipotesis
le BO 20 tcal = 0,305 ttab = 2,048 nula (bo _ O)
Ho: B1=0 _ _ Rechazo hipotesis
Hy: By 0 Feal = 23215,788  Frab=4,2 nula (b # 0)
Ho: No existe D.L _ B Acepto hipdtesis
Hi: Existe D.L Feal = 0,1968 Fiab = 2,45 nula (7 D.L)
\ Coeficiente de variacion del método (CV) = 3,390%
BSA en tris - buffer + CaCl, 1% w/v
£ 2,000
c
& 1,500
o
S 1,000
c y =0,5824x
£ 0500 R2 = 0,9994
5 0
2
< 0,000
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Concentraciéon BSA (mg/ml)

Figura 5. Recta de calibrado de BSA en tris — buffer 0°05M pH 7'4 CaCl, 1% w/v
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Tabla 3. Analisis de la varianza de la regresion lineal del BSA en tris — buffer 0°05M pH 7,4 CaCl,

1% w/v
Origen de Suma de Grados de Cuadrados F calculadas
variacion cuadrados (SC.) | libertad (g.l) | medios (C.M)
Total 11,049 29
Regresion 11,035 1 11,035 21726,724
Residual 0,014 28 5.10%
D.L 0,003 8 3,6-10% 0,6345
Error puro 0,011 20 5,67 -10*
Hipotesis ensavada Estadistico Estadistico tabulado Decisién
P y calculado (o = 0,05)
Ho: Bo=0 Acepto hipotesis
=-0,767 =2,04
Hi: Bo#0 teal =-0,76 b = 2,048 nula (bo = 0)
Ho: B1=0 Rechazo hipdtesis
Feal = 21726,724 Fitab = 4,2
Hi:B1#£0 ! 6 tab = % nula (b1 #0)
Ho: No existe D.L _ _ Acepto hipdtesis
Hi: Existe D.L Feal = 0,6345 Fiab = 2,45 nula (A D.L)
\ Coeficiente de variacion del método (CV) = 3,571%
BSA en tris - buffer
— 2,000
S
c
o 1,500
8
8 1,000
e y =0,6031x
§ 050 R? =0,9998
2
2 0,000
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Concentracién BSA (mg/ml)

Figura 6. Recta de calibrado de BSA en tris — buffer 0'05M pH 7’4
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Tabla 4. Analisis de la varianza de la regresion lineal del BSA en tris — buffer 0'05M pH 7’4

Origen de Suma de Grados de Cuadrados F calculadas
variacion cuadrados (SC.) | libertad (g.I) | medios (C.M)
Total 11,738 29
Regresion 11,733 1 11,733 58048,856
Residual 0,006 28 2,02-10%
D.L 0,0028 8 3,47 -10* 2,4039
Error puro 0,0029 20 1,44 - 10*
Hipotesis ensavada Estadistico Estadistico tabulado Decision
P y calculado (a = 0,05)
Ho: Bo=0 B _ Acepto hipotesis
le Bo 20 tcal = 0,167 ttab = 2,048 nuIa (bo _ O)
Ho: B1=0 _ _ Rechazo hipoétesis
Ha: B1 %0 Fcal = 58048,856 Fiab=4,2 nula (b1 # 0)
Ho: No existe D.L _ _ Acepto hipdtesis
Hi: Existe D.L Feal = 2,048 Fab = 2,45 nula (4 D.L)

‘ Coeficiente de variacion del método (CV) = 2,145%

Tal y como era de esperar, al tratarse de medios acuosos, las pendientes obtenidas en
las cuatro rectas de calibrado fueron similares. Esto permitird, en futuros ensayos, hacer
las determinaciones a partir de la aplicacién de una sola de ellas, por ejemplo, la
realizada en agua, usando como blanco el medio correspondiente. No obstante, los
resultados obtenidos en este trabajo se obtuvieron a partir de la aplicacién de las
diferentes rectas.

3.2 Generacion particulas MIP y NIP

En este trabajo se plantea una técnica de impresion de proteinas basada en la
generacion de particulas de alginato de sodio mediante gelificacion idnica. Se trata de
una técnica simple y rdpida, en la que no hay mas productos quimicos afiadidos que
alginato de sodio y cloruro de calcio. El proceso de preparacidn es bastante sencillo en
comparacion con los procesos de polimerizacién tradicionales y, ademas, es una técnica
gue permite obtener poros uniformes con un tamario facilmente controlable. De hecho,
se aprovecha la propiedad de gelificacion del alginato para la obtencion de MIPs.

Los grupos hidroxilo y carbonilo del alginato permiten interacciones dipolo — dipolo,
enlaces de hidrégeno o interacciones electroestaticas con la proteina a reconocer, en
este caso BSA, para posteriormente llevar a cabo el proceso de entrecruzamiento entre
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el alginato de sodio y los iones de calcio, quedando asi las moléculas de proteina
retenidas dentro de la red 2. Por tanto, en este paso, se consigue la unién no — covalente
de los grupos carboxilicos del alginato con la molécula plantilla (proteina).

Con el fin de obtener interacciones electrostdticas entre el alginato y |la proteina se debe
conseguir que esta Ultima adquiera carga neta positiva, lo cual se logra ajustando el pH
de la disolucidn de proteina a un valor inferior al punto isoeléctrico de la misma (Pl = 4,7
para la BSA). Es por este motivo por el que se ajusté el pH del medio, donde va disuelta
la proteina, a 4,2.

Durante la generacién de tales particulas la eficiencia media de encapsulaciéon del BSA
en las mismas fue de un 69,326% + 7,468.

3.3 Eliminacidon de la molécula plantilla

El objetivo final de este paso es romper el enlace no — covalente entre el BSA y las
cadenas de alginato, para asi eliminar la proteina de las particulas generadas
anteriormente y producir la plantilla (template).

Gracias al pH de 7,4 de la solucién de elucidn, el BSA que estaba cargado positivamente,
pasa a ser una molécula con carga neta negativa, de manera que se reducen las
interacciones de ésta con las cadenas de alginato, cargadas negativamente. Por otro
lado, el calcio incluido en la solucidn de elucidn interacciona con la proteina forzandola
a difundir hacia fuera de las particulas.

Es importante tener en cuenta que el tiempo de este proceso de eliminacién ha de ser
reducido al minimo al utilizar una solucién de elucién que contiene CaCl, que puede
engrosar la membrana de las particulas desde fuera hacia dentro por difusién de los
cationes de calcio a través de la membrana porosa, dificultando el proceso posterior de
reconocimiento. Por este motivo, la solucién de elucion completa, anteriormente
descrita, se utilizéd durante menos de cuatro horas, para posteriormente, durante las
siguientes 24 horas emplear una solucién de elucién basada exclusivamente en tris —
buffer 0,05M pH 7,4.

Como se describid anteriormente, después del proceso de eliminacion de la proteina,
las particulas se mantuvieron a 4°C en agua MQ durante varios dias para permitir el
proceso de hinchamiento y recuperacidn del tamafio que tenian antes de ser sometidas
al proceso de eliminacién, de tal manera que puedan incorporar la proteina en el
posterior proceso de reconocimiento. Ademads, en este paso se permite la liberacion de
la proteina residual que pueda permanecer en las mismas.
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La cantidad de proteina eliminada a lo largo del proceso se recoge en la Figura 7, en la
cual se representa los porcentajes medios de proteina que se elimina en cada una de las
etapas que componen el proceso de eliminacion.

50,00
45,00

40,00
35,00 %Promedio de BSA eliminado en total

=94,8%
30,00

25,00
20,00
15,00
10,00
500 | B!

0,00

%BSA eliminado

1 2 3 4 5 6

Etapas del proceso de eliminacién

Figura 7. Cantidad de BSA eliminada a través de las distintas etapas del proceso de eliminacién:
(1) 20 minutos en agitacion con tris — buffer, CaCl, 1%; (2) 1 hora en agitacion junto con
recirculacién usando bombas peristalticas en tris — buffer, CaCl, 1%; (3) 2 horas en agitacidn en
tris — buffer, CaCl, 1%; (4) 20 minutos en agitacion junto con recirculacion en tris — buffer, CaCl,
1%; (5) 24 horas en tris —buffer; (6) 3 dias en agua con renovacidn diaria de la misma.

Como se puede observar en la Figura 7, a lo largo del proceso de eliminacién de la
proteina, las primeras etapas son esenciales, ya que es donde mayor cantidad de
proteina se elimina, mientras que a medida que va pasando el tiempo tal cantidad se ve
disminuida. Asimismo, también es importante la duracién y el procedimiento que se
lleva a cabo, es decir, el tiempo que se tiene en agitacidn y/o recirculacion con bomba
peristaltica con una solucion u otra, ya que, por ejemplo, al combinar ambos procesos
se consigue eliminar una mayor cantidad de proteina en etapas avanzadas que si
exclusivamente permanecieran en agitacion (datos no mostrados), ademas de que una
agitacién muy intensa puede deteriorar las particulas.
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3.4 Proceso de reconocimiento de la proteina

Las particulas presentadas en este trabajo y sometidas al proceso descrito con
anterioridad son capaces de reconocer hasta 1,3 mg de BSA por gramo de particulas,
obteniéndose tal resultado por diferencia entre lo que son capaces de reconocer las MIP
con respecto a las NIP, y que esta de acuerdo con los datos recogidos en la bibliografia
sobre el temal?3!. Esta capacidad de reconocimiento puede observarse en la Figura 8.

3,5

2,5

) /\./

1,5
/ —o—BSA absorbido (mg)/g de particulas NIP
1

BSA absorbido (mg)/g de particulas MIP

BSA absorbido(mg)/g particulas

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (h)

Figura 8. Representacion de las cantidades de BSA absorbido (mg) por g de particulas MIP y
NIP a lo largo del tiempo.

Con el fin de verificar que este procedimiento propuesto permite obtener particulas de
alta especificidad de reconocimiento, seria conveniente realizar en un futuro este ultimo
proceso con otras proteinas, para asi poder comparar la absorcién especifica de BSA
frente a la absorcidn no especifica de otras proteinas.

Otro de los factores que podria mejorar el proceso de reconocimiento molecular seria
la disminucidn del tamaiio de las particulas, para asi aumentar su superficie especifica y
por lo tanto, aumentar su capacidad de absorcion.
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4. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha logrado generar particulas de polimeros impresos molecularmente
(MIP) capaces de reconocer una proteina modelo (BSA) mediante la técnica de
gelificacion idnica del alginato de sodio.

Las particulas de alginato generadas y sometidas a los procedimientos descritos en este
trabajo son capaces de reconocer una cantidad maxima de 1,3 mg de BSA por gramo de
particulas, que estd de acuerdo con lo reportado en la literatura sobre el tema.
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