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DESCRIPCION
Polimeros impresos molecularmente selectivos para nitrosaminas y procedimientos para usarlos.
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una clase de polimeros impresos molecularmente y al uso de polimeros impresos
molecularmente en bioanalisis y separacién de metabolitos de nicotina. La invencion se refiere ademas a
procedimientos para usar los polimeros impresos molecularmente para tratar tabaco, sustitutos de tabaco, y sus
derivados para reducir en los mismos el nivel de compuestos que se consideran dianas.

Antecedentes de la invencion

En los campos de las ciencias médicas, nutricionales, medioambientales y quimicas hay necesidad creciente de
realizar alguna separacion selectiva de sustancias especificas en mezclas complejas de sustancias emparentadas.
El objetivo puede ser la extraccion cuantitativa de cierto compuesto o compuestos, la medicion de su concentracion,
o la retirada selectiva de un compuesto diana de una mezcla multicomponente.

Unos controles sanitarios mas estrictos han hecho subir la demanda de procedimientos que permitan la
cuantificaciéon sensible y selectiva de productos peligrosos y metabolitos de ciertas sustancias cuotidianas de uso
ampliamente extendido. De particular interés son los compuestos quimicos emparentados con el uso de productos a
base de tabaco, compuestos que estan presentes originalmente en la propia hoja de tabaco de partida o que se
generan durante el acto de fumar. Se considera que los compuestos que contienen algun grupo nitroso, tales como
las nitrosaminas, son de especial significacion a este respecto.

Con el objetivo de reducir la incidencia de los peligros de fumar, se han elaborado ciertos productos farmacéuticos
que contienen solo la sustancia neuroactiva, nicotina, la sustancia quimica que se reivindica que es responsable de
los aspectos de dependencia del material fumable.

Entre las formulaciones de nicotina en terapias para dejar de fumar, el chicle de nicotina ha encontrado el uso mas
ampliamente extendido. El control de calidad que se requiere durante su produccién incluye vigilar el nivel de
nicotina (2 a 4 mg por pieza de chicle) asi como vigilar los productos primarios de oxidacion de nicotina, cotinina,
miosmina, cis-N-6xido de nicotina, trans-N-Oxido de nicotina y beta-nicotirina. También es deseable, cuando no
exigida, la cuantificacién de nornicotina, anatabina y anabasina. Segun la Farmacopea de EE.UU. (U.S.P.) la
formulacién del chicle deberia contener entre 95% y 110% de la cantidad de nicotina declarada en la etiqueta y la
cantidad de cada producto de oxidacion no deberia exceder de 0,1% de la cantidad de nicotina.

A pesar del uso de sustitutos de cigarrillos de este tipo, se pueden producir en vivo metabolitos de nicotina como
nitrosamina por procesos metabdlicos naturales durante la residencia de la nicotina dentro de los tejidos corporales.
Los niveles de estos metabolitos se mantienen por debajo de las concentraciones a las que la mayoria de los
procedimientos analiticos se pueden llevar a cabo cuantitativamente. Por lo tanto la necesidad de procesos que
sean capaces de vigilar estos niveles, asi como los niveles de otros metabolitos de nicotina, es de importancia.
Tipicamente, dicha vigilancia se lleva a cabo sobre muestras de orina humana en las que los niveles de tales
sustancias carcinégenas sospechosas son extremadamente bajos.

Los compuestos que se consideran diana para cuantificacion, reduccion o retirada de tabaco o humo son conocidos
e incluyen los componentes principales de nitrosaminas especificas del tabaco (TSNAs) y sus precursores
alcaloides: NNK, 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona; NNA, 4-(metilnitrosamino)-4-(3-piridil)butanal; NNN, N-
nitrosonornicotina; NAB, N-nitrosoanabasina; NAT, N-nitrosoanatabina; NNAL, 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil-1-
butanol; iso-NNAL, 4-(metilnitrosamino)-4-(3-piridil-1-butanol; iso-NNAC, acido 4-(metilnitrosamino)-4-(3-
piridil)butanoico.

Para cuantificar apropiadamente cuanto de cada compuesto que se considera diana esta presente en los fluidos
biolégicos humanos, se estan desarrollando procedimientos para analizar en el tabaco los alcaloides, especialmente
los productos y metabolitos de descomposicion nitrosilados. Los procedimientos existentes de separacion
cromatografica o extraccién usados para este analisis carecen de la robustez, sensibilidad y velocidad requeridas
para manejar el gran nimero de muestras que se genera cuando se estudia una poblacién general. Con los
procedimientos existentes, la baja concentracion de nitrosaminas, que estan tipicamente presentes en picogramos
por mililitro, demanda una considerable preparacién de la muestra con extracciones multietapa y a menudo
derivatizacion quimica (por ejemplo deuterizacion previa a espectrometria de masas) del analito previa al analisis.
Una razén de esta complejidad es que los materiales de separacion existentes no son selectivos como, por ejemplo,
un anticuerpo o receptor bioldégico puede ser para los metabolitos en cuestién sino que se basan mas bien en
propiedades fisicoquimicas como la carga o la hidrofobia de los metabolitos para el comportamiento de separacion.
Estas propiedades quimicas se pueden compartir con otras muchas moléculas irrelevantes en la muestra.

Un procedimiento tipico podria implicar hasta siete etapas de trabajo que incluyen centrifugaciones, ajustes de pH,
tratamientos enzimaticos, etc., que pueden sumar hasta un tiempo de preparacién de muchas horas o incluso dias
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por muestra. Con procedimientos tan engorrosos, la pérdida de material durante el proceso puede conducir a errores
en la estimacion de las concentraciones de la muestra original, que requieren extrapolacién por retroceso de la
medida final, en lugar de depender de una medicién directa, para obtener la concentracion en la muestra original.
Por lo tanto, un procedimiento rapido y sencillo para el analisis de nitrosaminas especificas de tabaco es una
significativa necesidad analitica médica sin satisfacer. (Véanse, por ejemplo Byrd & Ogden, Journal of Mass
Spectrometry, 2003, 38, 98-107 y Wu y col., Anal. Chem. 2003,75, 4827-4832).

En los ultimos afios, han aparecido numerosos informes sobre reconocimiento selectivo de moléculas pequefias con
materiales preparados por impresién molecular (polimeros impresos molecularmente o MIP). Véase, por ejemplo,
Wulff, G. Angew, Chemie. Int. Ed. Engl. 1995 (34) 1812. Los MIP son polimeros que tienen sitios reactivos
adaptados para unirse selectivamente con compuestos que se consideran dianas. Se han usado materiales
impresos molecularmente preparados de modo covalente, para reconocimiento de quiral de diversas moléculas
pequefias que incluyen farmacos terapéuticos, azucares, bases de nucleétidos, y plaguicidas, asi como hormonas
esteroideas y peptidicas. Ejemplos de los mismos se describen, por ejemplo, en Sellergren, B. Trends Anal. Chem.
1997 (16) 310. La afinidad y la selectividad altas para el analito diana que exhiben algunos de los materiales
impresos han justificado la comparacion con las correspondientes fases de la inmuno-afinidad (IA). Sin embargo, en
contraste con estas Ultimas fases, los materiales MIP son directos de preparar, estables en la mayoria de los medios
y reutilizables a lo largo de prolongados periodos de tiempo.

Por lo tanto, estan bajo investigacion aplicaciones de los materiales de MIP en cromatografia, separacion (continua o
por lotes), deteccidén quimica o en analisis especificos.

Otra aplicacion es la extraccion en fase sdlida (SPE, véase Mayes, A. G.; Mosbach, K. Trends Anal. Chem. 1997,
16, 321) de analitos presentes en concentraciones bajas en muestras bioldgicas, o en matrices complejas. La SPE
puede conducir a enriquecimiento selectivo y limpieza de analito hasta niveles no alcanzables con los
procedimientos existentes. Las extracciones en fase solida impresa molecularmente (MISPE) se han usado en
bioanalisis, analisis de alimentos y analisis medioambiental. En estos ejemplos se obtiene enriquecimiento selectivo
y limpieza del analito lo que da como resultado una precisién mas alta y un descenso del limite de deteccién (LOD)
en la posterior cuantificacién cromatografica (por ejemplo HPLC) o por espectrometria de masas.

En vista de su alta selectividad combinada con buena afinidad para la molécula diana o el grupo de moléculas diana,
los MIP han despertado un considerable interés por parte de la industria alimentaria como herramienta para mejorar
la calidad de los alimentos. Esto requiere el uso de MIP para la retirada selectiva de componentes indeseables de la
matriz del alimento. Como estos componentes estan presentes a menudo en concentraciones bajas, la capacidad de
saturacion del MIP no es tipicamente un factor limitante.

El material preferido de MIP de la invencién disefiado especificamente es capaz de absorber selectivamente los
derivados nitrosilados de nicotina mas comunes de matrices complejas, tales como orina, dando recuperacion
cuantitativa y conduciendo por lo tanto a errores pequefos en la estimacion de las concentraciones de dichas
sustancias quimicas peligrosas.

Ademas de la cuantificacion, es también muy conocido el intento de reducir los efectos nocivos de consumir material
que contiene tabaco, sustitutos de tabaco o mezclas de los mismos reduciendo los niveles de los compuestos que
se consideran diana. Dichas reducciones se pueden hacer en el propio material o en un derivado del mismo tal como
un extracto del material. La reducciéon también se puede efectuar en los productos de descomposicion térmica del
material, esto es en el humo de la corriente principal o de la corriente lateral que se obtiene por combustién, o los
aerosoles que se producen calentando el material a una temperatura por debajo de su temperatura de combustion.

Un procedimiento muy bien conocido para esta clase de reduccion es el de poner en contacto los productos de
descomposicion térmica del material con un filtro que adsorbe los componentes indeseados de los mismos. Un
procedimiento alternativo implica extraccién con disolventes del material, por ejemplo, segun se describe en la
patente de EE.UU. US-5601097. Segun la memoria de dicha patente, el contenido en proteinas del material de
tabaco se reduce tratando el tabaco con una disolucion que contiene un tensioactivo para extraer polipéptidos,
separando la disolucion, retirando el tensioactivo y los polipéptidos de la disolucion, y recombinado la disolucién con
el material de tabaco. La patente internacional WO 01/65954 describe un procedimiento en el que se pone en
contacto tabaco con un fluido de extraccién supercritico tal como diéxido de carbono supercritico para reducir
selectivamente o eliminar nitrosaminas.

Estos procedimientos son igualmente aplicables tanto al propio tabaco como a los sustitutos de tabaco esto es,
materiales naturales o sintéticos que tienen caracteristicas similares a las del tabaco natural que permiten
consumirlos de manera similar al tabaco, ya sea fumando, masticando, mediante inhalacién, o de otra forma.

Ha habido un intento de retirar nicotina del humo de tabaco usando MIP, como han informado Liu, Y., y col,
Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction Sorbent for Removal of Nicotine from Tobacco Smoke, Analytical
Letters, Vol. 36, N° 8, pags. 1631-1645 (2003). EI MIP que se describe en el articulo se habia disefiado para unirse a
nicotina y no a los metabolitos de nicotina mas toxicos tales como las nitrosaminas. No esta claro si el MIP era
realmente selectivo para nicotina puesto que el método cientifico que producia los datos carecia de los elementos
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clave de las comprobaciones de control.

Por lo tanto, sigue existiendo necesidad en la técnica de nuevos MIP y procedimientos de empleo de los mismos,
particularmente en el campo de la nicotina y los metabolitos de nicotina.

Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona un polimero impreso molecularmente (MIP) selectivo al menos para una
nitrosamina especifica de tabaco, en el que dicho polimero impreso molecularmente se obtiene usando como
plantilla un analogo funcional o estructural de una nitrosamina especifica de tabaco.

En una realizacién de la invencién se proporciona el polimero impreso molecularmente, en el que dicha al menos
una nitrosamina se deriva de nicotina, nornicotina, anabasina o anatabina. Los MIP de la invencidon se pueden
obtener, por ejemplo, copolimerizando un monémero o monémeros funcionales y un reticulador en presencia de un
andlogo estructural de una nitrosamina especifica de tabaco, en un medio de polimerizacién que contiene un
iniciador de radicales libres, tras de lo cual se retira la plantilla del MIP.

La invencion incluye el uso de los polimeros impresos molecularmente de la invencién para extracciones analiticas y
preparativas, en cromatografia, para pretratamiento de muestras analiticas, en sensores quimicos o como filtro en
fase sdlida para extracciéon de nitrosaminas de nicotina en sustancias o dispositivos que contienen nicotina.

Adicionalmente, la invencion incluye un procedimiento para reducir el nivel de un componente que se considera
diana en un producto de tabaco, en el que el producto de tabaco se trata con un MIP que es selectivo al menos para
un compuesto de contiene algin grupo nitroso. Ademas, la invencion proporciona procedimientos para fabricar un
material para fumar que incorpora el uso de MIP para retirar selectivamente compuestos que contienen algin grupo
nitroso.

La presente invencion incluye el tratamiento de productos de tabaco con MIP para reducir en los mismos el nivel de
compuestos que contienen algun grupo nitroso.

En esta memoria de patente, "producto de tabaco" quiere dar a entender un material que contiene tabaco
(incluyendo hoja de tabaco o tallo de tabaco), o un sustituto de tabaco, o una mezcla de tabaco y sustitutos de
tabaco, y derivados de dicho material, incluyendo extractos del material, humo producido por la descomposicion
térmica del material y aerosoles producidos calentando el material por debajo de su temperatura de combustion.

Cuando el producto de tabaco es un derivado producido por la descomposiciéon térmica del material que contiene
tabaco o un sustituto de tabaco, la descomposicion se puede efectuar por combustion del material, como en un
cigarrillo convencional, o calentando el material a una temperatura por debajo de su temperatura de combustion,
conforme a un procedimiento que se usa en algunos productos alternativos de tabaco conocidos para producir un
aerosol que es inhalado por el consumidor.

Como alternativa, el producto de tabaco puede ser un derivado que se produce poniendo en contacto material que
contiene tabaco o un sustituto de tabaco con un disolvente. En particular, la invencidon proporciona un procedimiento
para fabricar un material para fumar que comprende las etapas de extraer material fumable con un disolvente, tratar
el extracto con un polimero impreso molecularmente que es selectivo al menos para un compuesto con algun grupo
nitroso para reducir el nivel del mismo en el extracto y combinar el extracto tratado con el material fumable.

En este procedimiento, el material fumable puede estar en cualquier forma conveniente, por ejemplo polvo, tallos,
recortes, ldmina cortada, picadura de tallos o cualquier combinacién de las mismas. El disolvente puede ser acuoso
0 no acuoso, tal como metanol, etanol o un medio de extraccién de fluido supercritico, tal como diéxido de carbono
liquido supercritico. La extraccion se puede llevar a cabo en condiciones cualesquiera que favorezcan la extraccion
de los compuestos que contienen nitrégeno del tabaco.

La invencién también incluye un articulo para fumar que comprende tabaco o sustituto de tabaco y un polimero
impreso molecularmente selectivo para la retirada de al menos un compuesto que contiene algun grupo nitroso del
producto de la descomposicién térmica del mismo.

El articulo para fumar de la invencién puede tomar cualquier forma convencional, por ejemplo, un cigarrillo, cigarro
puro, o purito. En particular el articulo para fumar puede comprender un cilindro de material parafumar
opcionalmente en una envoltura, con o sin filtro. La envoltura puede ser de papel, hoja de tabaco, tabaco
reconstituido o de un sustituto de tabaco. Como alternativa, por ejemplo, cuando el articulo para fumar esta disefiado
para producir bajas emisiones de humo de corriente lateral o bajos niveles de productos de pirdlisis en el humo de la
corriente principal, la envoltura puede estar compuesta de material inorganico no combustible tal como un material
ceramico. El filtro puede ser de cualquier material adecuado, por ejemplo acetato de celulosa fibroso, polipropileno o
polietileno, o papel.

El material para fumar es preferiblemente tabaco pero puede ser un sustituto de tabaco tal como un material para
fumar que no es tabaco. Ejemplos de materiales para fumar que no son tabaco son materiales vegetales secos y
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curados, incluyendo materiales de frutas y un material para fumar sintético tal como el que se puede producir a partir
de alginatos y una sustancia que genera aerosoles tal como glicerol. EI material para fumar también puede
comprender una mezcla de tabaco y materiales para fumar que no son tabaco. Cuando el material para fumar
comprende tabaco, el tabaco puede ser de cualquier tipo adecuado, o una mezcla de los mismos, que incluye lamina
o tallo curado al aire, curado al fuego, curado en atmésfera artificial, curado al sol, y puede haberse procesado
usando cualquier proceso apropiado. Por ejemplo, el tabaco se puede cortar, picar, expandir o reconstituir. El
material para fumar también puede incluir aditivos convencionales, tales como mejoradores, colorantes,
humectantes (tales como glicerol y propilenglicol), cargas inertes (tales como creta), y saborizantes (tales como
azucar, regaliz o cacao).

La invencion también se puede aplicar a tabaco que se ha disefiado para consumo oral o nasal, chupando,
mascando, o con ingestidon nasal, en lugar de fumarlo. Productos de este tipo incluyen rapé, snus y tabaco "duro" o
de mascar.

El material impreso molecularmente se puede incorporar en el material fumable. Por consiguiente, la invencion
incluye material para fumar que contiene un polimero impreso molecularmente selectivo para la retirada al menos de
un compuesto que contiene algun grupo nitroso de los productos de descomposicion térmica del material fumable.

Como alternativa, cuando el articulo para fumar comprende un cilindro de material fumable dentro de una envoltura,
el material impreso molecularmente se puede incorporar en la envoltura. Por lo tanto, la invencion incluye material
de envoltura para articulos para fumar que comprende un polimero impreso molecularmente selectivo para la
retirada de un componente que se considera diana de los productos de descomposicién térmica de un material para
fumar. La envoltura puede ser un material a base de celulosa tal como un papel o un material a base de tabaco tal
como tabaco reconstituido.

Los articulos para fumar preferidos de la invencién son cigarrillos, que comprenden un cilindro de tabaco, envoltura,
y un filtro que incluye un polimero impreso molecularmente selectivo para la retirada al menos de un compuesto que
contiene algun grupo nitroso de los productos de descomposicién térmica de un material fumable.

La invencién también incluye un filtro para el humo que comprende un polimero impreso molecularmente selectivo
para la retirada al menos de un compuesto que contiene algun grupo nitroso de los productos de descomposicion
térmica de un material para fumar. El filtro para el humo se puede producir por separado del articulo para fumar, por
ejemplo en forma de una boquilla de cigarrillo o cigarro, o se puede integrar en el articulo para fumar, por ejemplo en
forma de un cigarrillo con una punta de filtro.

Los filtros para el humo en forma de puntas de filtro pueden ser de cualquier construccién convencional. Por
ejemplo, puede estar en forma de un filtro de tipo "dalmata" que comprende una seccién de material fibroso de filtro,
tal como acetato de celulosa, estando el polimero impreso molecularmente en forma de particulas y distribuido en
toda la extension de la seccion. Como alternativa, el filtro puede estar en forma de un filtro de tipo "cavidad", que
comprende multiples secciones en las que el polimero impreso molecularmente se puede situar entre dos secciones
adyacentes del material fibroso de filtro. El filtro para el humo también puede comprender otros materiales
absorbentes tales como una resina de intercambio idnico, una zeolita, silice, alumina o amberlita.

Durante el uso, el humo pasa a través del filtro, el polimero impreso molecularmente absorbe selectivamente y
retiene los compuestos que se consideran diana del humo y el humo filtrado pasa al fumador.

Los filtros para el humo y los articulos para fumar segun la invencion pueden incluir medios para proteger el
polimero impreso molecularmente del humo, o reducir su exposicién, cuando esta en uso. Esto se puede conseguir
de muchas maneras diferentes. Por ejemplo, el filtro para el humo puede comprender un elemento de filtro para
adsorber materiales del vapor o fase en particulas del humo. Los elementos del filtro de este tipo pueden
comprender un adsorbente general tal como carboén activado, que puede estar en cualquier forma conveniente, tal
como hebras, particulas, granulos, tela o papel. El elemento del filtro también puede ser un adsorbente selectivo tal
como una resina de intercambio i6nico, una zeolita, silice, alimina o amberlita. Los medios para proteger al
catalizador pueden incluir dos o mas elementos de filtro de este tipo de diferentes composiciones, por ejemplo, un
primer elemento de filtro de acetato de celulosa, y un segundo elemento de filtro de carbdn activado. La provision de
multiples elementos de filtro en filtros para el humo y articulos para fumar es bien conocida, y se pueden usar
cualquier configuracion convencional de filtro, y procedimientos de construcciéon adecuados.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un esquema del procedimiento para la sintesis de un polimero impreso;

La Figura 2 muestra el grupo funcional nitrosamina y ejemplos de dianas de nitrosamina emparentadas con nicotina;
La Figura 3 muestra andlogos isoestéricos de nitrosaminas;

La Figura 4A muestra ejemplos de analogos de dianas a base de amida y sulfonamida;
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La Figura 4B muestra un andlogo de diana de enamina (MPAPB) que se usa como plantilla para preparar un MIP
para extraccion de NNAL;

La Figura 4C muestra piridincarbinol usado como plantilla para preparar un MIP para extraccion de NNAL;
La Figura 5 muestra las tasas de recuperacion de NNAL usando un MIP selectivo para NNAL;

La Figura 6 muestra los cromatogramas obtenidos tras analisis de 1 ml de orina humana al que se ha anadido 0,25
ng de NNAL (representado por la linea delgada) y 1 ml de orina humana de ensayo en blanco (representado por la
linea gruesa);

La Figura 7 muestra una superposicion de cromatogramas obtenidos tras analisis de muestras en presencia de
nicotina donde la linea continua representa muestra a la que se ha afiadido NNAL y nicotina, la linea discontinua
representa eluyente recogido tras cargar 1ml de la muestra a la que se ha afiadido NNAL y nicotina, y la linea larga
discontinua representa un lavado de (NH4)H2PO4, pH 4,5;

La Figura 8 es una vista de perfil, en seccion parcialmente longitudinal y parcialmente fracturada de un articulo para
fumar con un filtro para el humo segun la invencién;

La Figura 9 es una vista similar a la de la Figura 8 de un articulo para fumar con un filtro para el humo alternativo
segun la invencioén;

La Figura 10 muestra la estructura quimica y el punto de ebullicién para tres productos que se describen en el
Ejemplo 6; y

La Figura 11 muestra la estructura quimica y el punto de ebullicién para nitrosaminas volatiles seleccionadas.
En los dibujos, se dan rasgos similares como numeros de referencia.
Descripcion detallada

Tipicamente, la impresién molecular consiste en las siguientes etapas: (1) se deja que interaccione un compuesto de
plantilla, que puede ser la molécula que se considera diana o un analogo estructural de la misma, con un monémero,
o varios monémeros funcionales seleccionados, en disoluciéon para formar un complejo plantilla-monémero; (2) el
complejo plantilla-monémero se copolimeriza con un mondmero reticulador dando como resultado una matriz
polimérica que incorpora el compuesto de plantilla; (3) el compuesto de plantilla se extrae de la matriz de polimero
para formar un MIP que se puede usar para unién selectiva a la molécula que se considera diana. Antes de la etapa
(3), en la que el MIP se prepara como un polimero solido (o monolito) tipicamente se tritura y se tamiza para obtener
una fraccion del tamafio deseado del material en particulas. Cuando se prepara mediante procedimientos de
polimerizacion en suspensién o en emulsion, dichas trituracion y tamizado son innecesarias puesto que el tamafo de
particula se puede controlar dentro de los limites deseados durante el proceso de polimerizacion. El material en
particulas preparado por cualquiera de los procedimientos anteriormente mencionados se puede empaquetar en una
columna cromatografica o de extraccion en fase sélida y se puede usar para separacion cromatografica de la
plantilla de los otros componentes de la mezcla, que incluyen moléculas con estructuras o funcionalidades similares.

Los sitios reactivos sobre el polimero impreso molecularmente que quedan expuestos por la retirada del compuesto
de plantilla estaran en una configuracién estereoquimica apropiada para reaccién con moléculas nuevas de la
molécula que se considera diana. Como resultado, el polimero se puede usar para unién selectiva a la molécula que
se considera diana.

Actualmente, la técnica que se aplica mas ampliamente para generar sitios de unién impresos molecularmente es la
via de la ruta "no-covalente". Esta hace uso del auto-ensamblaje no covalente del compuesto de plantilla y los
mondmeros funcionales para formar el complejo plantilla-monédmero, a lo que sigue polimerizacion por radicales
libres en presencia de un mondémero reticulador y finalmente extraccién del compuesto de plantilla. La impresion
covalente, en la que la molécula de plantilla y un monémero o monémeros adecuados se unen entre ellos de manera
covalente antes de la polimerizacién, también se puede llevar a cabo segun procedimientos conocidos. Las
propiedades de union de los MIP formados por unos u otros de los procedimientos anteriores se pueden examinar
volviendo a unirlos a la molécula de plantilla.

La polimerizacidon se realiza en presencia de un disolvente que forma poros que se denomina porégeno. Para
estabilizar las interacciones electrostaticas entre los monémeros funcionales y el compuesto de plantilla a menudo
se elige el porégeno entre disolventes apréticos de polaridad baja a moderada. Idealmente, los compuestos de
plantilla exhiben solubilidad moderada a alta en los medios de polarizacién, y aquellos, o sus analogos estructurales,
se pueden usar por tanto directamente usando este procedimiento estandar.

Aun cuando es posible usar la propia molécula que se considera diana como plantilla, cominmente se prefiere un
analogo estructural de la molécula diana porque: (a) la molécula que se considera diana puede que sea inestable en
las condiciones de polimerizaciéon o puede que inhiba la polimerizacién; (b) la molécula que se considera diana
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puede que no esté disponible en cantidades suficientes debido a la complejidad de su sintesis o coste, o de ambos;
(c) la plantilla puede que sea insoluble o escasamente soluble en la mezcla de polimerizacion; (d) el MIP puede
quedar contaminado por niveles bajos de de la molécula que se considera diana retenidos en regiones dificilmente
accesibles de la matriz de polimero, que pueden exudar del MIP durante el uso; y/o (e) el(los) analito(s) diana puede
que presente(n) riesgo significativo para la salud y no se debe(n) usar como plantilla(s).

En el caso de compuestos con grupo nitroso, particularmente los compuestos conocidos como TSNA que se
describen a continuaciéon, a menudo es mas conveniente usar analogos funcionales de los mismos como
compuestos de plantilla. Por ejemplo, derivados de glucosa de TSNA pueden ser particularmente Utiles como
compuestos de plantilla, véase Figura 2.

Cuando se deriva el MIP usando un analogo funcional del compuesto que se considera diana, el analogo funcional
deberia ser isoestérico y preferiblemente también isoelectrénico con el compuesto que se considera diana, o puede
contener una subestructura del compuesto que se considera diana en la que es probable que haya interacciones
fuertes.

Los compuestos que contienen algun grupo nitroso, particularmente las nitrosaminas, que tienen la férmula general
0O=N-N(R1)(R2) estan entre los numerosos ingredientes del tabaco y del humo del tabaco que se ha sugerido que
tienen efecto nocivo sobre los consumidores.

Una clase particular de compuestos con grupo nitroso a los que es aplicable la presente invencion es el grupo de
nitrosaminas que se dan naturalmente en el tabaco, conocidas como nitrosaminas especificas del tabaco (TSNA),
que se derivan de los alcaloides que se dan naturalmente en el tabaco, concretamente nicotina, nornicotina,
anabasina y anatabina. Las TSNA incluyen:

4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona ("NNK"):

D
FNCm (CH2 | 3~ Ne—Me
¢ ko

N'-nitrosonornicotina ("NNN"):

u

T L ©

o
N'-nitrosoanabasina ("NAB"):

NO =

N'-nitrosoanatabina ("NAT"):
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4-(metilnitrosamino)-4-(3-piridil)-1-butanol ("NNA"):

N

¥ S

s?;-ji:_}{_gfgﬁ??iga
lil%k‘%‘e
NO

Ademas, un grupo de compuestos conocidos como nitrosoaminas volatiles se encuentra en la fase vapor del humo
del tabaco. Este grupo incluye los siguientes compuestos:

N'-nitrosodimetilamina ("NDMA"):

N'-nitrosodietilamina ("NDEA"):

N'-nitrosoetilmetilamina ("NP"):

N-nitrosodietanolamina:

_ CH,CH,OH

™ CH,CH,OH

Otros compuestos que contienen algun grupo nitroso también se han identificado en estudios quimicos del tabaco o
del humo del tabaco, por ejemplo:

N-nitrosopirrolidina ("NYPR"):
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NO
N'-nitrosometilbutilnitrosamina ("BMNA"),
N'-nitroso-n-butilamina ("NBA")
y N'-nitrosopiperidina ("NIPI"):
Nm
7
L

En la Figura 3 se observan posibles analogos isoestéricos que se pueden considerar dianas de nitrosaminas. Las
moléculas que se muestran son todas derivadas de la amina progenitora y se pueden sintetizar en una sola etapa
desde la amina secundaria y el correspondiente aldehido o cloruro de acido. Los modelos moleculares de la
enamina (Figura 4A) han mostrado buena complementariedad estérica con una de las nitrosaminas de interés,
NNAL.

Durante el disefio de un compuesto de plantilla adecuado para el analito diana NNAL, se identificd una plantilla
particularmente interesante, correspondiente a la subestructura de piridincarbinol pero que carecia
sorprendentemente del resto nitrosamina (Figura 4B). Si se puede obtener suficiente afinidad y selectividad de unién
para dichas plantillas subestructurales, esta es la aproximacién preferida. Realmente, la afinidad de union, la
selectividad y las recuperaciones que se obtienen con este MIP de piridincarbinol son superiores a las de aquellos
MIP que se obtienen con la plantila mas compleja de enamina. Asi, la invencién proporciona un MIP
sorprendentemente eficaz que comprende una plantilla sencilla que carece de ciertos rasgos clave de la diana pero
que proporciona union eficaz con aquellas nitrosaminas diana que contienen el resto piridina-metanol.

Preparacion de MIP para NNAL

Usando el mondmero funcional de acido metacrilico (MAA), cualquiera de los dos reticuladores, dimetacrilato de
etilenglicol (EDMA) o trimetacrilato de trimetilolpropano (TRIM) y cualquiera de los dos analogos de NNAL, 4-
(metilpropenil-amino)-1-piridin-3-il-butan-1-ol (4MPAPB, Fig 4A) o piridincarbinol (Fig 4B) como plantillas, se obtienen
dos polimeros diferentes que exhiben ambos fuertes afinidad y selectividad para NNAL en medios disolventes
0Organicos y acuosos.

Esta invencion incluye un procedimiento de extraccion para la recuperacion cuantitativa del analogo de nicotina
NNAL que supone las etapas de preparaciéon de un MIP selectivo para NNAL en un formato de material
cromatografico, acondicionamiento de la columna, aplicaciéon de una muestra de orina, retirada de los compuestos
que interfieren y finalmente elucién selectiva del analito de NNAL.

A manera de explicacion y no de limitacién, la invencion se describira adicionalmente con mas detalle con referencia
a una serie de ejemplos. La invencion se refiere a moléculas de plantilla, materiales polimeros disefiados para que
se unan a nitrosaminas que se derivan de nicotina y estan presentes en sistemas organicos o acuosos, y finalmente
al uso de dichos materiales, por ejemplo, en separaciones analiticas o preparativas, en cromatografia, para
pretratamiento de muestra analitica, y en sensores quimicos.

A menos que se describa otra cosa, los materiales estan disponibles comercialmente o se pueden preparar
mediante técnicas convencionales. Véanse, por ejemplo, B. Sellergren (Ed.) Molecularly-imprinted Polymers: Man
made mimics of antibodies and their application in analytical chemistry, parte de la serie Techniques and
Instrumentation in Analytical Chemistry, Elsevier Science, Amsterdam, Paises Bajos, 2001.

Ejemplo 1: Sintesis de plantilla de enamina (MPAPB)

Se afiadieron 2 ml de tolueno anhidro (secado recientemente sobre sodio) a un vial que contenia 4-metilamina-1-(3-
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piridil)-1-butanol (100 ml). Se afiadieron a esto 500 mg de tamiz molecular secado recientemente. Se agitd la mezcla
durante 1 hora bajo N.. A la mezcla se afiadieron 100 ni de propionaldehido. La mezcla se agité a 55°C durante 4
horas. La reaccion se vigild mediante HPLC después de 1,5 horas. El color del producto era anaranjado-amarillo en
tolueno. El producto bruto en tolueno se uso directamente para la sintesis del MIP tras filtracion sin purificacion. El
rendimiento de plantilla de MPAPB fue de alrededor de 90%.

Ejemplo 2: Sintesis de MIP usando piridincarbinol como plantilla

A piridina metanol (97 ml) se afiadieron 3,74 ml de TRIM purificado (que se ha purificado sobre alimina basica),
mondmero funcional de MAA (1020 ni), disolvente poroégeno de tolueno (7,1 ml) y finalmente iniciador de ABDV (63
mg) y se agité hasta que se obtuvo una disolucién transparente. Se transfirié la disolucién a un vial de vidrio, se
purg6 con nitrogeno durante 5 minutos y se cerrd a la llama. Se llevé a cabo una polimerizacion inducida por calor a
45°C durante 24 horas. A continuacién se curé la mezcla de polimeros a 70°C durante 24 horas mas.

El procesamiento del material de MIP bruto fue como sigue: el MIP se trituré6 gruesamente y se transfirio a un
cartucho de Soxhlet. Se lavé a fondo en primer lugar con metanol durante 12 horas y a continuacion con acido
acético durante 12 horas a fin de retirar cualquier resto de plantilla y otros monémeros sin reaccionar. Tras estas
primeras etapas de extraccion, el polimero se sec6 al vacio y luego se molié y se tamizé en un polvo fino dentro de
un intervalo de tamafio de 20 a 90 mm. Como etapa final de extraccion, el MIP finamente molido se sometié a una
extraccion con disolvente asistida por microondas de 40 minutos usando acido férmico como disolucion de
extraccién. Después de secar, el MIP estaba listo para usar.

Ejemplo 3: Uso de MIP como sorbentes selectivos en SPE

En una realizacion de la invencién, el MIP se puede empaquetar en columnas de extraccion en fase sélida para la
extraccion selectiva de NNAL desde una matriz bioldgica. En primer lugar, se colocé una frita de polipropileno en
una columna de SPE apropiada (tipicamente 10 ml de capacidad para usos analiticos), se afiadieron a continuacién
25 mg de MIP en la parte superior para formar un lecho de MIP y una segunda frita se comprimioé firmemente sobre
la superficie del lecho de MIP. El acondicionamiento de la columna se llevé a cabo en el orden siguiente: se
afadieron a la MIPSPE 1 ml de DCM, 1 ml de MeOH y finalmente 1 ml de agua destilada.

Se dejo pasar la muestra, por ejemplo, orina humana (5 ml) que contenia cantidades bajas del analito, a través de la
columna de MIPSPE acondicionada. A continuacién se sometio la columna a vacio para retirar el agua hasta que se
seco el material. A continuacion, se eluyeron las sustancias polares, que interferian y que se podian haber asociado
no especificamente con el MIP, mediante un lavado con 1 ml de agua destilada. Se realiz6é otra vez una etapa de
secado que aplica varios minutos de vacio para facilitar el denominado cambio de fase (cambio de medio de acuoso
a organico). En este punto, las sustancias no polares que interfieren se retiraron mediante lavados con 1 ml cada
vez de tolueno, tolueno:DCM (9:1) y tolueno:DCM (4:1). La elucidn selectiva final de NNAL se llevé a cabo en etapas
de elucién de 3 veces, cada una de 1 ml de DCM.

Tras la evaporacion del disolvente, se reconstituyeron las muestras en la fase mévil y se analizaron sobre un
sistema de HPLC: por ejemplo Merck-Hitachi (sistema L-7000) usando una columna beta-basica C18, 5 nm, 150x2,1
mm + precolumna 10x2,1 mm. El caudal fue de 0,25 ml/min, volumen de inyecciéon 100 m, temperatura 30°C y
deteccion a 262 nm UV. La fase mévil consiste en NH4PO4 50 mM pH 3, acido octanosulfonico 5 mM y metanol al
20%.

En estas condiciones se obtuvo NNAL como un pico doble claramente distinguible que se eluye a los 8-10 minutos
aproximadamente (véase la Figura 6, en la que se compara una muestra de orina humana de 1 ml a la que se ha
afnadido 0,25 nmg de NNAL con orina exenta de NNAL). El pico doble es caracteristico de NNAL porque corresponde
a sus dos rotameros. A partir de la estructura de NNAL, se puede demostrar que la cadena lateral sobre el anillo de
piridina puede tener diferentes estados conformacionales. Las conformaciones preferidas se denominan rotdmeros y
para NNAL hay dos conformaciones principales. La retencion de estos dos rotdmeros sobre una columna de HPLC
ha de diferir. Como se muestra en la Figura 6, el pico de NNAL se separa limpiamente de las sustancias que
interfieren. Por lo tanto se puede cuantificar con facilidad y precision. Las tasas de recuperacion para NNAL
(definidas como cantidad recuperada/cantidad cargada x 100) son tipicamente hasta 90%, dependiendo de los
niveles iniciales de NNAL en la muestra biolégica. Se han observado tasas de recuperacién de cerca de 100% con
muestras que contenian 50 pg/ml y 500 pg/ml de NNAL (Figura 5).

Ejemplo 4: Uso de MIP como sorbentes selectivos en SPE en presencia de nicotina

Otra aplicacién de la invencién es el uso del MIP como sorbente selectivo para NNAL en el que hay presentes altos
niveles de nicotina. Esto ilustra el amplio alcance de las aplicaciones del material de MIP y como la naturaleza
selectiva del MIP se puede adaptar finamente para muestras particulares.

Se prepararon columnas de SPE como se describe en el Ejemplo 3. El acondicionado de la columna de SPE se llevd
a cabo en el orden siguiente: 1 ml de DCM seguido por 1 ml de MeOH seguido por 1 ml de (NH4)H2PO4 50 mM, pH
4,5. La muestra, en este ejemplo 5 ml de orina humana que contenia pequenas cantidades de analito, se dejoé pasar
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a través de la columna de MIPSPE acondicionada. A continuacion se sometié la columna a un vacio suave (por
ejemplo, 10-80 kPa) para retirar el agua hasta que el material estuvo seco. Se eluyeron las sustancias polares que
interferian y que se podian haber asociado no especificamente con el MIP, mediante un lavado con 1 ml de
(NH4)H2PO4 50 mM, pH 4,5. Se realiz6 otra etapa de secado de varios minutos de vacio suave. Posteriormente, se
realizaron lavados con 1 ml cada vez de tolueno, tolueno:DCM (9:1) y tolueno:DCM (4:1) en este orden. La elucién
selectiva final de NNAL se llevé a cabo en 3 etapas de eluciéon cada una de 1 ml de DCM.

Tras la evaporacion del disolvente, se reconstituyeron las muestras en la fase movil y se analizaron sobre un
sistema de HPLC similar al que se ha descrito en el Ejemplo 3. Un cromatograma de ejemplo se muestra en la
Figura 7, que ilustra como se retiene selectivamente el NNAL sobre el MIP mientras que la nicotina se retira en el
lavado con tampon.

Ejemplo 5: Articulos para fumar que incorporan MIP

Con referencia a los dibujos, las Figuras 8 y 9 ilustran articulos para fumar en forma de cigarrillos que tienen un
cilindro 1 de tabaco encajado en una envoltura 2 unida a un filtro para el humo 3 por medio de un papel de la punta
4. Para aclaracion, el papel de la punta 4 se muestra con un espaciado de separacion de la envoltura 2, pero en
realidad se situaran en estrecho contacto.

En la Figura 8, el filtro para el humo 3 comprende tres elementos de filtro cilindricos 3a, 3b, 3c. El primer elemento
de filtro 3a en el extremo de la boca del filtro es de 7 mm de longitud, estd compuesto de estopa de acetato de
celulosa impregnada con 7% en peso de plastificante de triacetina que tiene una caida de presién manométrica de
25 mm de columna de agua sobre su longitud. El segundo elemento de filtro 3b, posicionado centralmente es una
cavidad de 5 mm de longitud que contiene 150 mg de granulos de carbon activado. El tercer elemento de filtro 3¢
adyacente al cilindro 1 es de 15 ml de longitud, tiene una caida de presion manométrica de 90 mm de columna de
agua sobre su longitud, y comprende 80 mg de estopa de acetato de celulosa. La estopa esta impregnada con 4%
en peso de triacetina y tiene 80 mg de MIP especifico para nitrosaminas volatiles, producido como se describe en el
Ejemplo 6 a continuacion, distribuido uniformemente en todo su volumen al estilo "Dalmata”.

El cigarrillo que se muestra en la Figura 9 es similar al de la Figura 8 excepto que el filtro para el humo 3 tiene cuatro
elementos de filtro coaxiales, cilindricos 3a, 3b, 3¢ y 3d. El primer elemento de filtro 3a en el extremo de la boca del
cigarrillo es de 5 mm de longitud, y esta compuesto de estopa de acetato de celulosa impregnada con 7% en peso
de plastificante de triacetina. El segundo elemento de filtro 3b, posicionado adyacente al primer elemento de filtro 3a
es una cavidad de 5 mm de longitud que contiene 200 mg de polimero impreso molecularmente especifico para
nitrosaminas volatiles, producido como se describe en el Ejemplo 6 a continuacion. El tercer elemento de filtro 3¢
adyacente al segundo elemento de filtro 3b es de 10 ml de longitud y comprende estopa de acetato de celulosa
impregnada con 7% en peso de triacetina. El cuarto elemento de filtro 3d se sittia después del tercer elemento del
filtro 3¢, es de 7 mm de longitud y comprende 80 mg de de carbdn activado granular. Se forma un anillo de orificios
de ventilacion 5 en el papel de la punta 4 en un plano radial A-A que proporciona aire al tercer elemento de filtro 3¢
aproximadamente 3 mm corriente abajo del empalme con el cuarto elemento de filtro 3d cuando se inhala el humo a
través del cigarrillo.

Los siguientes Ejemplos ilustran adicionalmente este aspecto de la invencion.

Ejemplo 6: Analogos de plantillas para nitrosaminas volatiles

= = x
@ O ™
p.e. =99-102°C p.e. = 92-96°C p.e. = 35°C
(10,0 kPa) (9,3 kPa) (2,0 kPa)

Se disuelven dos equivalentes de una amina secundaria apropiada, por ejemplo, dimetilamina, dietilamina,
pirrolidina, piperidina o morfolina, en éter anhidro y se afiaden tamices moleculares secados recientemente (50 g/mol
de amina). A continuacion se enfria la mezcla a -5°C y se agita. A continuacién se afiade gota a gota un equivalente
de propionaldehido a la mezcla fria, manteniendo la temperatura a 0 £ 5°C. Se deja la mezcla en reposo en un bafio
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frio toda la noche y luego se filtra. Se obtiene el producto, con un rendimiento de aproximadamente 50%, mediante
destilacién del filtrado a presion reducida, dependiendo del punto de ebullicion del producto. A modo de ejemplo, en
la Figura 10 se muestran estructuras y puntos de ebullicién. (Véase, Brannock, y col., J. Org. Chem., 1964, 29, 801-
812).

Usando un monémero funcional de acido fuerte, se protona la enamina, creando asi la necesaria interacciéon no
covalente durante la etapa de impresién. La carga positiva reside en el &tomo de carbono unido al nitrégeno, una
estructura estabilizada debido a la deslocalizacién para dar un i6n iminio. Esto posiciona correctamente los
monoémeros funcionales acidos para el reconocimiento posterior de las nitrosaminas volatiles. Como no hay
oportunidad de deslocalizar la carga positiva, la protonacion del nitrdgeno de la enamina esta desfavorecida. (Véase,
Cook, y col., J. Org. Chem., 1995, 60, 3169-3171).

Puede que se prefiera usar un monémero funcional acido mas fuerte que MAA. Realizaciones adicionales incorporan
acido 4-vinilbenzoico o acido 4-vinilbenceno sulfénico como mondmeros funcionales.

Ejemplo 7: Sintesis de un MIP usando una enamina como plantilla

Se prepara una disolucion de prepolimerizacion disolviendo la enamina deseada (1 mmol), un monémero funcional
acido (4 mmol), un monémero reticulador (20 mmol) y un iniciador de radicales libres (1% peso/peso del total de
mondmeros) en un disolvente porégeno apropiado. EI monémero funcional es indistintamente MAA o acido
trifluormetacrilico (TFMAA), el reticulador es indistintamente EDMA o TRIM, el iniciador de radicales libres es ABDV
y el disolvente porégeno es uno entre cloroformo, tolueno, acetonitrilo o acetonitrilo/tolueno (1/1 v/v). La disolucién
se transfiere a un recipiente de polimerizacién, se enfria a 0°C y se purga a continuacion con N, durante 5 minutos,
tras lo cual, se cierra a la llama el recipiente. La polimerizacion se inicia a 45°C y se deja que continle a esta
temperatura durante 24 horas. A continuacion, se cura el polimero a 70°C durante 24 horas mas.

A continuacion se procesa el material de MIP bruto. Se tritura gruesamente el MIP y se transfiere a un cartucho de
Soxhlet. A continuacion se extrae a fondo (i) con metanol durante 12 horas e (ii) con acido acético durante 12 horas,
a fin de retirar la molécula de plantilla y los monémeros que no han reaccionado. Tras estas primeras etapas de
extraccion, el polimero se seca al vacio, se muele y se tamiza para dar particulas del intervalo de tamafio deseado,
por ejemplo, 25-36 nm. A continuacion, el MIP molido finamente se somete a una etapa final de extraccion, que
implica 40 minutos de extraccion asistida por microondas usando acido férmico como disolvente de extraccion. A
continuacion el MIP se seca al vacio durante 24 horas

Como alternativa, se puede usar la TSNA diana en lugar de la enamina. Los puntos de ebullicién de nitrosaminas
volatiles seleccionadas a presion atmosférica normal se muestran en la Figura 11.

Ejemplo 8: Uso del material de MIP del Ejemplo 2 y/o del Ejemplo 7 en el tratamiento de extractos de tabaco

El polimero producido en conformidad con el procedimiento del Ejemplo 2 o del Ejemplo 7 se incorpora a una
columna de extraccién en fase solida, y se acondiciona la columna haciendo pasar a través de ella diclorometano
(DCM), metanol y finalmente agua destilada.

Se extrae hoja de tabaco Shredded Burley con agua durante 15 minutos a 60°C. Se separa el tabaco de la
disolucion por filtracion y se seca. Se hace pasar la disolucién a través de la columna y se deja que adsorba TSNA
del extracto. A continuacién, se drena la columna y se concentra la disolucién por evaporacién en pelicula y a
continuacion, el concentrado se recombina con el tabaco extraido y se seca al aire.

La TSNA adsorbida por el polimero se puede eluir de la columna usando DCM.
Ejemplo 9: Uso del material de MIP del Ejemplo 2 o del Ejemplo 7 en el tratamiento de extractos de tabaco

Se extrae hoja de tabaco picada, curada en atmdsfera artificial, con agua durante 15 minutos a 60°C. Se separa el
tabaco de la disolucién por filtracion y se seca. La disolucion se mezcla con el MIP del Ejemplo 2 o del Ejemplo 7,
periodo durante el que el polimero adsorbe selectivamente las TSNA de la disoluciéon. A continuacion, el MIP se
separa mecanicamente del extracto por filtracién o por centrifugacién. Se concentra la disolucién por evaporacion; a
continuacion, el concentrado se recombina con el tabaco extraido y se seca al aire.

El MIP se puede regenerar mediante elucién con DCM, metanol y finalmente agua desionizada o tampdén de pH 4,
para reutilizacion.

Ejemplo 10: Uso del material de MIP del Ejemplo 2 o del Ejemplo 7 en el tratamiento de extractos de tabaco

Usando un procedimiento continuo de extraccién, se carga hoja de tabaco picada de tipo mezcla US a una primera
camara de extraccion a la que se alimenta diéxido de carbono supercritico. Después de que haya estado en
contacto con el tabaco, el dioxido de carbono se alimenta a una segunda camara de extraccion que contiene un MIP
producido segun se describe en el Ejemplo 2 o en el Ejemplo 7. El diéxido de carbono, que ha estado en contacto
con el polimero, se hace volver a la primera cdmara de extraccion y se pone otra vez en contacto con el tabaco. Se
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contindia el procedimiento ciclico hasta que el contenido en TSNA del tabaco se haya reducido al nivel deseado,
momento en el que el diéxido de carbono se expulsa del sistema, y el tabaco se retira de la primera camara. El MIP
en la segunda camara se regenera a continuacion usando DCM, metanol y acido acético.

Ejemplo 11: Uso del material de polimero impreso molecularmente desarrollado para 4-metilnitrosamino-1-
(3-piridil)-1-butanol (NNAL), en el tratamiento de una disolucion que contiene NNAL y nicotina

El polimero producido en conformidad con el procedimiento del Ejemplo 2 se incorporé a una columna de extraccion
en fase solida, y se acondicioné la columna haciendo pasar a través de ella disolucién tampén de fosfato.

Se prepararon disoluciones patrén acuosas de NNAL y nicotina en tampones de fosfato en un intervalo de pH de 3,0
- 7,5. La disolucién patrén tamponada se hizo pasar a través de la columna, se recogié esta fraccion y se analizé en
cuanto a su contenido en NNAL y nicotina. Una disolucién de lavado tamponada se hizo pasar a través de la
columna, esta fraccion también se recogié y se analizé en cuanto a su contenido en NNAL y nicotina.

Se analizaron las disoluciones por HPLC con deteccion UV. Las condiciones éptimas para que el MIP retenga NNAL
y recupere nicotina se observaron en el intervalo de pH 4,0 - 4,5. A valores de pH inferiores la nicotina se protona y
tiene poca interaccién con el polimero, de modo que se arrastra con el tampén acuoso.

Ejemplo 12: Uso del material de MIP desarrollado para 4-metilnitrosamino-1-(3-piridil)-1-butanol (NNAL), en el
tratamiento de una disolucién que contiene NNAL y TSNA

El polimero producido en conformidad con el procedimiento del Ejemplo 2 se incorpora a una columna de extraccion
en fase sdlida, y se acondicioné la columna haciendo pasar a través de ella diclorometano (DCM), metanol y
finalmente agua destilada.

Se acidificaron disoluciones patron acuosas de NNAL y varias TSNA (NAB, NAT, NNK y NNN) con acido acético
glacial a pH 3. La disolucién patrén se hizo pasar a través de la columna, a lo que siguieron tres lavados con
disolucion de acido acético glacial, se analiz6 esta fraccion respecto a su contenido en NNAL y TSNA por GC-TEA.
Se hicieron pasar a través de la columna tres lavados de diclorometano, esta fraccion también se analizo respecto al
contenido en NNAL y TSNA.

El MIP retuvo 91% de NNAL, 65% de NNK y tuvo una eficacia de aproximadamente 20-30% para las otras TSNA
(menos similares estructuralmente).

La descripcién anterior se ha expuesto meramente para ilustrar la invencion y no tiene la intencion de ser limitante.
Dado que a los expertos en la técnica se les pueden ocurrir modificaciones de las realizaciones descritas que
incorporen el espiritu y la esencia de la invencién, se deberia interpretar la invencién de modo que incluya todo
aquello que esté dentro del alcance de las reivindicaciones que se adjuntan y equivalentes de las mismas.
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REIVINDICACIONES

1. Un polimero impreso molecularmente selectivo al menos para una nitrosamina especifica de tabaco, en el que
dicho polimero impreso molecularmente se obtiene usando como plantilla un analogo funcional o estructural de una
nitrosamina especifica de tabaco.

2. Un polimero impreso molecularmente segun la reivindicacion 1, en el que dicha al menos una nitrosamina se
deriva de nicotina, nornicotina, anabasina o anatabina.

3. Un polimero impreso molecularmente segun la reivindicacion 1, selectivo para la nitrosamina NNAL derivada de
nicotina.

4. Un polimero impreso molecularmente segun la reivindicacion 1, en el que el polimero se ha preparado usando
como plantilla un analogo isostérico de una nitrosamina de nicotina.

5. Un polimero impreso molecularmente segun la reivindicacion 1, en el que el polimero se ha preparado usando
como plantilla 4-(metilpropenil-amino)-1-piridin-3-il-butan-1-ol.

6. Un polimero impreso molecularmente segun la reivindicaciéon 1, en el que el polimero se ha preparado usando
como plantilla piridincarbinol.

7. Un polimero impreso molecularmente segun la reivindicacion 1, en el que el polimero se ha preparado usando
un compuesto que incluye una subestructura de la nitrosamina especifica de tabaco.

8. Un kit que comprende:
un polimero impreso molecularmente segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7; e

instrucciones de uso del polimero impreso molecularmente para que realice al menos una de las acciones
de detectar, cuantificar, y separar nitrosaminas en una muestra.

9. Un procedimiento para preparar un polimero impreso molecularmente, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, que comprende:

copolimerizar al menos un monémero funcional y al menos un reticulador en presencia de al menos un
analogo funcional o estructural de una nitrosamina especifica de tabaco en un medio de polimerizacién que
contiene al menos un iniciador de radicales libres para producir un polimero impreso molecularmente unido
a un analogo funcional o estructural de una nitrosamina especifica de tabaco; y

retirar dicho analogo funcional o estructural de una nitrosamina especifica de tabaco del polimero impreso
molecularmente.

10. Un procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el mondémero funcional exhibe funcionalidad de acido.

11. Un procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el monémero funcional se selecciona entre el grupo que
consiste en acido metacrilico (MAA), TFMAA, acido vinilbenzoico, y acido itacénico.

12. Un procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el reticulador se selecciona entre el grupo que consiste en
dimetacrilato de etilenglicol (EDMA), trimetacrilato de trimetilolpropano (TRIM) y tetraacrilato de pentaeritritol.

13. Un procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el andlogo estructural se selecciona entre el grupo que
consiste en 4-(metilpropenil-amino)-1-piridin-3-il-butan-1-ol (4MPAPB) y piridincarbinol.

14. Un procedimiento para preparar un polimero impreso molecularmente, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, que comprende:

copolimerizar una mezcla de polimerizaciéon y al menos un analogo funcional o estructural de una
nitrosamina especifica de tabaco en un medio de reaccién homogéneo; y

recuperar las particulas suspendidas del medio de reaccion.

15. Un procedimiento para preparar un polimero impreso molecularmente, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, que comprende:

copolimerizar una mezcla de polimerizacién y al menos un analogo funcional o estructural de una
nitrosamina especifica de tabaco en un medio de reaccion heterogéneo; y

recuperar el material polimerizado del medio de reaccién heterogéneo.
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16. Un procedimiento para determinar si un producto de tabaco contiene nitrosaminas, que comprende:

hacer que reaccione la muestra con un polimero impreso molecularmente, segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, en condiciones que permitan que se unan las nitrosaminas presentes en la muestra al
polimero impreso molecularmente; y

evaluar si el polimero impreso molecularmente se ha unido a algunas nitrosaminas, en el que la evaluacion
que da como resultado la observacién del polimero impreso molecularmente unido a nitrosaminas indica
que la muestra contiene nitrosaminas.

17. Un procedimiento para cuantificar la cantidad de nitrosaminas en un producto de tabaco, que comprende:

hacer que reaccione la muestra con un polimero impreso molecularmente, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, en condiciones que permitan que se unan las nitrosaminas presentes en la muestra al
polimero impreso molecularmente; y

medir la cantidad de nitrosaminas unidas al polimero impreso molecularmente.

18. Un procedimiento para tratar un producto de tabaco para reducir el nivel de un componente del mismo que se
considera diana que comprende tratar el producto de tabaco con un polimero impreso molecularmente, segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

19. Un procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que el producto de tabaco se produce por descomposicion
térmica de un material que contiene tabaco, un sustituto de tabaco o una mezcla de los mismos.

20. Un procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que el producto de tabaco se produce calentando el material
a una temperatura por debajo de su temperatura de combustion.

21. Un procedimiento segun la reivindicacion 19 o la 20, en el que el producto de tabaco se produce por combustion
del material.

22. Un procedimiento segun la reivindicaciéon 18, en el que el producto de tabaco se produce poniendo en contacto
un material que contiene tabaco, un sustituto de tabaco o una mezcla de los mismos con un disolvente.

23. Un procedimiento para fabricar un material de tabaco, que comprende las etapas de:
extraer un material que contiene tabaco, sustituto de tabaco o una mezcla de los mismos con un disolvente;

poner en contacto el extracto con un polimero impreso molecularmente, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, de modo que reduzca el nivel de un compuesto que se considera diana en el extracto,
y combinar el extracto tratado con el material de tabaco extraido.

24. Un articulo para fumar, que comprende:
un material para fumar; y

un polimero impreso molecularmente, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, selectivo al menos
para una nitrosamina especifica de tabaco que se encuentra en los productos de descomposicién térmica
del material para fumar.

25. Un articulo para fumar, segun la reivindicaciéon 24, en el que el polimero impreso molecularmente es selectivo al
menos para una nitrosamina volatil que se encuentra en la fase vapor de los productos de descomposicion térmica
del material para fumar.

26. Un filtro para el humo, que comprende un polimero impreso molecularmente, segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.

27. Un filtro para el humo segun la reivindicacion 26, en el que el polimero impreso molecularmente es selectivo al
menos para una nitrosamina volatil que se encuentra en la fase vapor de los productos de descomposicion térmica
de tabaco o de un sustituto de tabaco.
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