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Resumen

Las investigaciones realizadas han permitido desarrollar un método
para el disefio racional de polimeros molecularmente impresos (MIPs) no
covalentes basado en calculos del Funcional de la Densidad (DFT) de la
energia de estabilizacién del aducto de prepolimerizacién formado por la
molécula molde (acido homovanillico o HVA) y los mondmeros
funcionales: acido 2-trifluorometacrilico (TFMAA), acido metacrilico (MAA),
2-metacrilamida (MA) y 4-vinilpiridina (VPY) en seis disolventes de distinta
constante dieléctrica: tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo,
dimetilsulfoxido y agua. El modelo parte de la hipdtesis de que la
combinacion de mondmero funcional y disolvente porogénico que lleve a
la menor energia de estabilizacién del aducto conducira al mejor receptor
polimérico. El efecto del disolvente se incluyd utilizando el modelo del

Continuo Polarizado.

Los resultados obtenidos a partir del calculo en disolucion permiten
concluir que el tolueno es el disolvente que conduce a complejos mas
estables para todos los mondmeros funcionales. En este disolvente,
TFMAA es el monomero que tiene una energia de Gibbs de estabilizacion

mas elevada con HVA (-17.1 kcal/mol).

Esta seleccion tedrica de disolvente y mondmero funcional se valido
experimentalmente sintetizando MIPs en forma particulada, vy
comprobando su reconocimiento molecular mediante ensayos de union.
Con este fin, se manejaron diversos modelos matematicos (isotermas de
adsorcion de Langmuir, Freundlich, y Langmuir-Freundlich). Utilizando el
modelo de Freundlich, que fue el que mejor se ajusté a los resultados
experimentales, se obtuvieron para el MIP una constante de afinidad

promedio de 2x10* M y un ndmero de sitios de unién promedio de 13

pMmol/g.



Ademas, la validez de las predicciones tedricas se comprobd
mediante la construccién de un sensor voltamétrico para HVA. Para esto,
se emplearon electrodos de carbono vitrificado modificados con una fina
pelicula de polimero impreso sintetizado mediante recubrimiento bajo
rotacién y polimerizacion fotoquimica. A partir del mondmero funcional y
disolvente éptimo predicho por el método computacional se obtuvieron
sensores con buenas propiedades de reconocimiento. La senal del HVA se
registrd, tras una incubacion del electrodo modificado en tolueno,
mediante voltametria diferencial de pulso en un medio exento de analito
(citrato/HCI 0.1 M y pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo). Con los
sensores construidos se obtuvo un intervalo dinamico lineal de tres
6rdenes de magnitud (10%-10° M) y un limite de deteccién de
1.6x10° M.

Se realizaron estudios empleando un electrodo de disco rotatorio
para determinar el area efectiva del electrodo y la permeabilidad de la
capa polimérica. Se obtuvieron valores de permeabilidad del orden de
10 cm?/s para el electrodo modificado con polimero impreso y en todos
los casos estos valores fueron superiores a los obtenidos con el no
impreso. La permeabilidad aparente en la capa es un orden de magnitud
mayor que los coeficientes de difusién calculados para HVA en disolucion.
Este hecho refuerza la hipdtesis de que existe un mecanismo de reparto
entre la disolucion y la pelicula polimérica. En consecuencia, se puede
afirmar que el mecanismo de respuesta del sensor se basa en la
preconcentracion del HVA en la capa polimérica en el disolvente optimo
(tolueno), transferencia a otro disolvente que favorezca su liberaciéon de
los sitios de unién y, por ultimo, difusion desde los sitios de union a la

superficie del electrodo.



El estudio de selectividad realizado mediante calculos DFT con
analogos estructurales del acido homovanillico: acido vanilliimandélico
(VMA), acido isovanilliimandélico (IVMA), acido isohomovanillico (IHVA),
alcohol homovanillico (MHPE) y acido indolacético (IAA) indica que la
formacién de un doble puente de hidrogeno entre el grupo carboxilo de la
molécula de prueba y el grupo carboxilo del sitio de unidn es la interaccion
que determina el proceso de reconocimiento molecular.

Los experimentos de reactividad cruzada realizados tanto con
material particulado como con el sensor corroboran la validez de estas
predicciones tedricas.

El estudio tedrico con moléculas potencialmente interferentes al HVA
en muestras de orina, entre las que se encuentran analogos estructurales
de caracter basico: dopamina, epinefrina, norepinefrina, metanefrina y
normetanefrina y analogos de caracter acido: VMA, IHVA, MHPE e IAA,
muestra que, exceptuando MHPE, todos los metabolitos estudiados

podrian competir con el HVA por los sitios de unién al sensor.

Por ultimo, se desarroll6 un método analitico para la determinacion
de HVA en orina empleando el sensor construido. En todos los analisis
realizados se obtuvieron valores en exceso de la concentracion de analito
en las muestras. Estos resultados podrian justificarse teniendo en cuenta
que el método computacional también permitié predecir la interferencia de

varios compuestos enddgenos de la matriz de la orina.

Para finalizar, se concluye que el método computacional basado en
calculos DFT desarrollado en este trabajo puede emplearse para resolver
problemas cruciales en el campo de la impresién molecular, como son la
seleccion del mejor mondmero funcional, el mejor disolvente, el mejor
medio de incubacidn, e incluso predecir la selectividad del polimero
sintetizado, reduciendo de esta manera gran numero de etapas de

experimentacion.
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Lista de abreviaturas

Las abreviaturas utilizadas en este trabajo corresponden al simbolo o
el acrénimo utilizado en la lengua inglesa, ya que es la forma en la que se

suelen encontrar en las publicaciones cientificas.

AIBN: q, a’-azoisobutironitrilo.

B: Analito enlazado.

CV: Voltamperometria Ciclica.

DA: Distribucién de afinidad.

DFT: Teoria del Funcional de la Densidad.

Diglyme: Dietilenglicol dimetiléter.

DMSO: Dimetilsulféxido.

DPP: 2, 2’-dimetoxi-2-fenilacetofenona.

DPV: Voltamperometria Diferencial de Pulso.

EGDMA: Etilenglicoldimetacrilato.

F: Analito libre.

HF: Hartree-Fock.

HVA: Acido 2-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) acético o acido homovanillico.
HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion.

GCE: Electrodo de carbono vitrificado

GTO: Funciones tipo Gaussiana.

IF: Isoterma de Freundlich.

IHVA: Acido 2-(3-hidroxi-4-metoxi-fenil) acético o acido isohomovanillico.
IAA: Acido indolacético.

IL: Isoterma de Langmuir.

ILF: Isoterma de Langmuir-Freundlich.

IVMA: Acido 3-hidroxi-4-metoxi-mandélico o acido isovanilliimandélico.
K: Constante de afinidad o asociacion.

LDA: Aproximacion de la Densidad Local.
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MIPE: Electrodo Modificado con Polimero Impreso.

N: Numero de sitios de union.
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TFMAA: Acido 2-trifluorometacrilico.
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Capitulo 1

Introduccion

El disefo, preparacién y caracterizaciéon de receptores sintéticos
capaces de imitar los procesos de reconocimiento molecular por
macromoléculas bioldgicas como enzimas, anticuerpos y bioreceptores
naturales se ha establecido ya como uno de los grandes desafios que
marcaran las fronteras de la Quimica del siglo XXI. Esta area de
investigacion se engloba en la denominada por Breslow “Quimica
biomimética” y es desde hace unos veinte afios un area de investigacion
muy activa en la interfase entre la Quimica y la Biologial?. Este autor
sefiala como objetivos del maximo interés la sintesis de receptores no
proteicos con capacidad de reconocimiento molecular analoga a la de los
anticuerpos y la creacion de enzimas artificiales. Igualmente, indica su
gran potencial de desarrollo en aplicaciones Utiles para el analisis de
compuestos bioldgicos de importancia clinica. Entre las metodologias de
preparacion de este tipo de estructuras biomiméticas, la impresion
molecular o grabado molecular en polimeros esta ya establecida como una

de las alternativas mas eficientes y flexibles® ™.
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Sin embargo, el desarrollo de aplicaciones analiticas esta siendo mas
lento, debido a una serie de problemas relacionados con el empirismo que
guia la sintesis de los polimeros, o las dificultades de conseguir el
acoplamiento con diversos tipos de transductores. En este sentido, este

trabajo pretende contribuir a superar estas dificultades.

1.1.- Principios generales de la impresion molecular

La impresion molecular es un proceso en el que los mondmeros
funcionales y el agente entrecruzante copolimerizan en presencia de la
molécula impresora, que actlia como molécula molde'***, Los monémeros
funcionales inicialmente forman un complejo con la molécula impresora, y
a medida que transcurre la polimerizacidon, sus grupos funcionales se
mantienen fijos adecuadamente orientados gracias a la matriz polimérica
altamente entrecruzada. La posterior extraccion de la molécula molde
revela los sitios de reconocimiento que son complementarios en forma y
tamafo a los del analito. Dicho de otra forma, se introduce una memoria
molecular dentro del polimero. Se obtiene asi una matriz tridimensional
entrecruzada que proporciona la rigidez necesaria para mantener la
morfologia del polimero y, en definitiva, su capacidad para el

reconocimiento de la molécula molde®’.

El conjunto de fuerzas intermoleculares que actian de forma
especifica sobre la superficie del polimero y la molécula molde contribuyen

al reconocimiento molecular de manera similar a los receptores naturales y
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enzimas con la ventaja afiadida de mayor resistencia mecanica y
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quimica”™>", y menor precio. Ademas, esta técnica permite fabricar un

receptor artificial en casos en los que no exista un receptor natural.
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Como consecuencia de la necesidad de rigidez estructural se ha
empleado tradicionalmente como técnica de impresidn molecular la
sintesis de polimeros altamente entrecruzados, generalmente polimeros

acrilicos mediante polimerizacién por radicales.

El proceso de impresion molecular con polimeros acrilicos se muestra

en la siguiente figura:
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Figura 1.1.- Proceso de impresion molecular con polimeros acrilicos: 1)
Mezcla de mondmeros funcionales y molécula molde. 2) Formacion del
complejo mondmero-molécula molde mediante interacciones covalentes o
no covalentes. 3) Copolimerizacion del complejo con el agente
entrecruzante, formando la matriz tridimensional rigida alrededor de la
molécula impresora. 4) Extraccion de la molécula molde revelando los
sitios de reconocimiento. El reenlace de la molécula molde a dichos sitios

de union es reversible.

El complejo entre mondmeros y molécula molde puede formarse a
través de enlaces covalentes reversibles, mediante interacciones no
covalentes, como enlaces de hidrégeno, o por una combinacién de ambos
tipos de interacciones. De esta forma, se distingue entre impresion
molecular covalente, impresidn molecular no covalente e impresion

molecular mixta.
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En la impresion molecular covalente las interacciones entre los
grupos funcionales de la molécula molde y el polimero son uniones
covalentes facilmente hidrolizables que dan lugar a sitios de union

homogéneos y definidos.

Las interacciones responsables del reenlace selectivo de la molécula
impresora son también covalentes, lo que implica alta afinidad vy
selectividad hacia la molécula molde, pero bajas cinéticas de enlace. Esto
limita el campo de aplicacion de los polimeros, por ejemplo en el analisis
cromatografico donde son preferibles interacciones de cinética rapida que

conduzcan a tiempos de analisis cortos.

En la impresidon molecular no covalente las interacciones entre los
grupos funcionales de la molécula impresora y los grupos funcionales del
polimero son interacciones multiples no covalentes, como puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofdbicas, interacciones de van der Waals, etc.
Este tipo de impresidn es mucho mas flexible puesto que es posible
escoger un mayor nuimero de mondémeros y moléculas impresoras. Sin
embargo, mediante esta metodologia se obtienen cavidades de uniéon mas
heterogéneas debido a los movimientos relativos entre molécula molde y
polimero. Puesto que las interacciones responsables del reenlace de la
molécula son interacciones débiles, proporcionan cinéticas de unién mas

favorables.

Por Ultimo, se presenta la impresion molecular mixta que combina
las ventajas de las dos metodologias de impresion anteriores. La molécula
se imprime como un complejo estable con los mondmeros funcionales
mediante interacciones covalentes mientras que el reenlace molécula
molde-sitio de reconocimiento se produce a través de interacciones no

covalentes.
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A. Moléculas molde

Una de las caracteristicas mas importantes de la técnica de
impresion molecular es que puede ser aplicada a un amplio nimero de
moléculas, aunque actualmente su principal aplicacion se centra en

moléculas de bajo peso molecular y grupos funcionales discretos.

B. Matriz polimérica

La mayoria de las publicaciones sobre polimeros molecularmente
impresos (MIPs) describen polimeros organicos sintetizados por
polimerizacion radicalaria de mondmeros funcionales y entrecruzador que
poseen grupos vinilo o acrilo y habitualmente interaccionan via no
covalente®. Los mondmeros funcionales se suelen seleccionar teniendo en
cuenta el caracter acido o basico de la molécula molde®>. Entre los mas
empleados se encuentran el acido metacrilico y la vinilpiridina®.
Normalmente, los mondmeros tienen constantes de asociacion con la
molécula molde demasiado bajas para formar un complejo estable. Por
esa razon se emplea un exceso de los mismos con el fin de desplazar el

equilibrio hacia la formacién del complejo.

El proceso de polimerizacion se inicia disolviendo mondmeros y
molécula molde en un disolvente organico, denominado disolvente
porogénico. La eleccion del disolvente porogénico utilizado en el proceso
de impresion es determinante puesto que tanto la naturaleza del mismo
como el volumen afadido a la mezcla de polimerizacién afecta al proceso
de reconocimiento molecular. Se conoce, por ejemplo, que ciertos
disolventes como el acetonitrilo generan mesoporos mientras que el
cloroformo produce microporos; por lo tanto, afectara directamente a las

36, 37

propiedades de reconocimiento del polimero La seleccion del

disolvente dependera, en principio, del tipo de interacciones molécula
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molde-mondmero que predominen. Si predominan interacciones idnicas,
sera necesario un disolvente con baja constante dieléctrica, mientras que
si predominan interacciones por puentes de hidrogeno sera necesario un
disolvente con poca actividad acido-base. Sin embargo, estas reglas no
son de caracter general, y la seleccion tanto de la naturaleza como del
volumen adecuado de disolvente porogénico hasta la actualidad parecian

condenados al empirismo.

La eleccidon del entrecruzador ejerce influencia sobre el grado de
hidrofobicidad y morfologia del polimero impreso, afectando al diametro y
al volumen del poro. La cantidad de entrecruzador determina la rigidez del
polimero resultante y por tanto la cinética de difusion de reenlace de la
molécula molde a través de las cavidades. Debe existir un compromiso en
la proporcion del entrecruzador que se utiliza, puesto que un defecto del
mismo conduciria a un polimero con una baja capacidad de
reconocimiento y baja selectividad, mientras que un exceso de
entrecruzador generaria un polimero muy rigido, carente de flexibilidad
que podria impedir la accesibilidad de la molécula a los sitios de unién del

polimero.

1.2.- Diseino racional de un elemento de reconocimiento

para acido homovanillico. Problematica.

La amplia variedad de mondmeros funcionales disponibles hace
posible el disefio de un MIP especifico potencialmente para cualquier tipo
de molécula. Sin embargo, actualmente, la seleccién del mejor mondmero
y el mejor disolvente porogénico para la impresion de una molécula molde
determinada se realiza de forma totalmente empirica y por ello, dotar a
este proceso de una base tedrica constituye uno de los asuntos cruciales

en la impresién molecular®® °,
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Existen diversas alternativas metodoldgicas que intentan dar

solucion a este problema, como son la quimica combinatoria*®*, Ia

45-47

quimiometria 0 aproximaciones computacionales como la mecanica

57 La quimica combinatoria y la quimiometria no son

molecular
realmente herramientas predictivas sino métodos que permiten optimizar
las variables del proceso de impresion molecular. En los dos casos es
necesario sintetizar gran nimero de polimeros en distintas condiciones y
comprobar experimentalmente sus propiedades de enlace, hecho que
supone un importante consumo de tiempo y recursos. La quimica tedrica
computacional basada en la mecanica molecular, constituye una
importante herramienta de prediccién, aunque con importantes hipotesis
simplificadoras.

Por esta razon, el presente trabajo esta enfocado en la descripcion
de un método alternativo para el disefo de MIPs, basado en célculos ab-
initio. La idea es crear una libreria virtual de mondmeros funcionales y

evaluar su interaccion con la molécula molde en diferentes disolventes.

En esta Tesis Doctoral se empled la Teoria del Funcional de la
Densidad (DFT) para calcular las energias de interaccion de la molécula de
interés y de los mondmeros funcionales: acido 2-trifluorometacrilico
(TFMAA), acido metacrilico (MAA), 2-metacrilamida (MA) y 4-vinilpiridina
(VPY) en seis disolventes que barren un amplio espectro de constantes
dieléctricas (tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo, agua vy
dimetilsulféxido). El trabajo se centrd en la impresion molecular no
covalente.

Se abordd inicialmente el estudio de complejos 1:1 (una molécula
molde interaccionando con una molécula de mondmero), pasando
después al analisis de complejos 1:2 (una molécula molde rodeada de dos
mondmeros). Se realizd a continuacion una primera aproximacion a la

caracterizacion DFT de la selectividad del MIP mediante el calculo de la
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energia de estabilizacion de distintos complejos formados entre el
monomero mas favorable y varias moléculas analogas a la molde.

Para cada mondmero estudiado se realizd una bulsqueda
conformacional para localizar las estructuras mas estables del complejo
mondmero-molécula molde, prestando especial atencion al minimo de
energia global que fue utilizado para comparar la energia de estabilizacion

de los distintos mondmeros con la molécula molde.

Se pretendié también comprobar la validez de los calculos DFT
realizados sintetizando un polimero molecularmente impreso (MIP) con la
seleccion optima de mondmero funcional y disolvente arrojada por las
predicciones tedricas. El MIP sintetizado se caracterizo a partir de ensayos
de union, evaluando sus propiedades de enlace a través de la aplicacion

de distintas isotermas de adsorcion.

1.3.- Seleccion de la molécula molde

La molécula inicialmente escogida para sintetizar el MIP fue el acido

homovanillico (acido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético o HVA). La estructura

del mismo se muestra en la figura 1.2.
o)

OH

OCH,

OH

Figura 1.2.- Estructura molecular del acido homovanillico.
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La seleccién del HVA como molécula molde para llevar a cabo la

impresidon molecular se realizé atendiendo a varias razones:

Por un lado, se trata de una molécula de bajo peso molecular, con
grupos funcionales discretos capaces de formar puentes de hidrégeno con
los mondmeros funcionales. Estas propiedades facilitan tanto la difusién a
través de los poros del polimero como la modelizacion, permitiendo
realizar esta Ultima a un coste computacional relativamente bajo.

Por otro lado, el analisis del HVA tiene gran relevancia clinica debido
a que se emplea como marcador diagnostico de tumores. Constituye el
metabolito urinario mayoritario de la dopamina y su excrecion por encima
de niveles normales indica la presencia de trastornos neuroldgicos que se

relacionan con tumores de la cresta neural como feocromocitoma y

58-69 70-74

neuroblastoma ademas de desérdenes esquizoafectivos

Analiticamente el control de este metabolito se lleva a cabo

C75-82

normalmente mediante HPL , con diferentes tipos de deteccion.

También se han desarrollado métodos basados en inmunoensayos® 3¢,

cromatografia de gases®*° 91-96,

y electroforesis capilar

El propdsito de este trabajo es emplear la metodologia DFT para
seleccionar el mejor mondmero funcional y disolvente porogénico para
llevar a cabo la impresidn molecular, y aplicar esta seleccion previa a la
sintesis de un polimero molecularmente impreso para acido homovanillico.

Se estudiara también su integracién con un transductor voltamétrico
con el fin de desarrollar un sensor. Este tipo de dispositivos ofrece
ventajas como una alta sensibilidad, bajo coste y facil automatizacion y
miniaturizacién, lo que hace que sea factible su comercializacién. Sin
embargo, el desarrollo de este tipo de sensores utilizando como elemento
de reconocimiento un polimero impreso ha estado frenado hasta la fecha

por las dificultades en su acoplamiento con un transductor voltamétrico.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo consiste en sentar la metodologia
ab initio necesaria para realizar una seleccion de mondmero y disolvente
optimo y aplicar esta seleccion previa a la sintesis de polimeros
molecularmente impresos (MIPs). Para ello, se estudian las energias de
interaccion entre los mondmeros funcionales y la molécula molde, acido
homovanillico (HVA), integrando en el calculo los efectos del disolvente

porogénico.

La hipdtesis de partida consiste en que la combinacién del monémero
y disolvente que lleve a un aducto con mayor energia de estabilizacion,
conducird al polimero con mayor afinidad por la molécula molde. Esta

hipotesis ha de ser validada experimentalmente.

Los objetivos especificos de este trabajo son por tanto:

11
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Utilizar el método del Funcional de la Densidad (DFT) para
calcular la energia de estabilizacién del aducto formado por la
molécula molde (acido homovanillico) y varios mondmeros

funcionales disponibles comercialmente.

Incorporar el efecto del disolvente en esa energia de

estabilizacion aplicando el Modelo del Continuo Polarizado.

Con la seleccidon de mondmero y disolvente dptimo predicha por
el método computacional, sintetizar polimeros impresos para
acido homovanillico, y evaluar sus propiedades de reconocimiento
mediante parametros como son la constante de afinidad y el
numero de sitios de unidn. Con este fin, se cuantificara la fraccion
libre y enlazada de analito mediante un método voltamétrico de
analisis, y se aplicaran a estos datos diversos tratamientos
matematicos (isotermas de Langmuir, Freundlich, y Langmuir-
Freundlich).

Investigar el acoplamiento del polimero molecularmente impreso
con un transductor voltamétrico en el disefio de un sensor para
acido homovanillico (HVA). Con tal finalidad, se realizara la
sintesis de capas finas de polimero directamente sobre un
electrodo de carbono vitrificado mediante la técnica de
recubrimiento bajo rotacidn (spin coating) y polimerizacion

fotoquimica.

Caracterizar la fase sensora polimérica, en términos de grosor de
la pelicula obtenida y su permeabilidad, empleando microscopia

optica y técnicas electroanaliticas.



Objetivos

6. Evaluar las propiedades de reconocimiento molecular del sensor
preparado con los mondmeros y disolventes dptimos previstos por
el método de disefio computacional, y comprobar la validez de la

hipotesis de partida.
7. Estudiar las posibilidades de desarrollar un método analitico para

la determinacion de HVA en muestras de orina, empleando el

sensor construido.

13






Capitulo 3

Métodos de calculo

3.1.- Métodos ab-initio

En este apartado se presentan los aspectos fundamentales de la
metodologia ab-initic”’. Todos los sistemas moleculares estudiados tienen
una estructura electrénica de capa cerrada, por este motivo en la

exposicion nos limitaremos a este tipo de sistemas.
3.1.1.- Método SCF

Para estudiar los estados estacionarios de una molécula es necesario
resolver la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo. Si no se
consideran los efectos relativistas y dentro de la aproximacion de Born-
Oppenheimer, el calculo de la energia electrénica para cada configuracion

nuclear requiere solucionar la ecuacion electrénica de valores propios:

15
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HY = E¥ [3.1]

Donde ¥ depende de las coordenadas de los electrones e incluye como
parametros las coordenadas de los nlcleos, E es la energia electrénica o
superficie de energia potencial del sistema y H es el Hamiltoniano

electrdnico:

2N 1 ) nuc 2N-1 2N nuc—=1 nuc
p-3 v SE LSS LSS Ay

AllA ll/>l[] A=1 B>A

Donde:
2N es el nimero de electrones del sistema, nuc el nimero de nucleos del

sistema, v/ es el operador “nabla cuadrado”, r, la distancia entre el

electron /vy el ndcleo A4, r; la distancia entre los electrones 7y j, r4s la
distancia entre los nucleos Ay By Z,y Zz las cargas nucleares de los

nlcleos Ay B.

Esta ecuacién no puede resolverse exactamente para sistemas con
dos o mas electrones por lo que es necesario hacer nuevas
aproximaciones. En el método Hartree-Fock o del Campo Autoconsistente
(SCF), se considera que cada electron se mueve en un potencial efectivo
creado por los nucleos y el resto de los electrones. Esta simplificacion
conduce a un conjunto de ecuaciones monoelectronicas que son
resolubles para sistemas atomicos.

Para un sistema con 2N electrones de capa cerrada la funcion de onda

puede escribirse como un determinante de Slater:

W(1.2..2N)=(2N!)7* 1 ,()a(1)p,(2)B(2)..0,(2N)B(2N)|  [3.3]

16
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Donde ¢; son los orbitales moleculares espaciales ortonormales y « y g

las funciones de espin.

La energia del sistema viene dada por la expresion:

E= (9|l =2 Z( 4,V ¢i)+$i(zfg, _K,) [3.4]

Donde:
(G1A6) = b= 60)| - VI-F 2,6 0))  [35]
7, = ¢,()¢,(2)n, "0, (1), (2) ) [3.6]

K, ={ 4,08,2)n, "¢, (1)g,(2) ) [3.7]

Y todos los sumatorios se extienden hasta el nimero de electrones

totales.

El principio variacional asegura que la mejor funcién de onda con la
forma funcional [3.3] es la que minimiza la energia. Asi pues, para
obtener los orbitales moleculares 6ptimos se minimiza la expresién [3.4]
con la restriccion de que los orbitales moleculares sean ortonormales. De
esta forma se obtiene un sistema de N ecuaciones monoelectronicas

integrodiferenciales que se denominan ecuaciones de Hartree-Fock:

F¢i =&, [3.8]
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Siendo F=Heret Y, (2, -K;) [3.9]

donde:
Heore= —;Vf—ZAZA r [3.10]
SH)=[1¢,2)r3'e,(2)dz, ]4(1) [3.11]
K (D#(D)=[ 14;(2)n;'¢, )dz, ]4(1) [3.12]

La solucién de las ecuaciones Hartree-Fock [3.8] suministra los

orbitales SCF o Hartree-Fock y sus correspondientes energias orbitales ;.

Para resolver las ecuaciones Hartree-Fock en sistemas de dos o mas
nicleos es necesario introducir una nueva aproximacidon. Roothaan®®
demostrd que el desarrollo de los orbitales en términos de una base de
funciones conocidas convertia las ecuaciones integrodiferenciales de
Hartree-Fock en ecuaciones algebraicas resolubles por técnicas
matriciales. Asi pues, si se escoge un conjunto de base formado por k

funciones denominadas y, con s=1I,...k, k> N, podremos expresar los

orbitales ¢;como combinacidn lineal de las mismas:

k
¢i =chi1s [3'13]
s=1

Si se sustituyen estas expresiones [3.13] para los ¢, en la expresion

de la energia [3.8] y se minimiza ésta con respecto a los coeficientes cy;,

se obtienen las ecuaciones de Hartree-Fock-Roothaan:

Zs (ES - giSrs )csi = O [3- 14]

Donde:

S,. es un elemento de la matriz de solapamiento S, =(x, (1) x, (7))

¢, es la energia correspondiente al orbital ¢,
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y F.es un elemento de la matriz de Fock:

; (<rp‘ qs>) [3.15]

F,=Hy+ Y > P, (rp]sq))-

Donde:

nuc

7 (1)>+Z<zr ()

A

Z,

1
Hm: 1_*v2
‘ <x,(# SV

Z, (1)> [3.16]

%)

(rp|sq) la integral bielectrénica:

implsq) =2, (D2, (2) ria” 2.z, (2)) [3.17]
Y P,, un elemento de la matriz densidad monoelectronica dado por:
qu - ch;i Cyi [3.18]

Las ecuaciones [3.14] en su conjunto constituyen un problema
matricial de pseudovalores propios que debe solucionarse iterativamente
ya que los elementos de la matriz densidad P,, dependen de los
coeficientes C;, solucion del problema. El proceso de iteracion se repite

hasta que se alcance la convergencia.

3.1.2.- Funciones de base

Si el desarrollo de las ecuaciones [3.13] se realizara en términos de
un conjunto completo de funciones apropiadas, podriamos expresar los
orbitales moleculares Hartree-Fock de un modo exacto. En la practica, sin
embargo, se debe trabajar con un conjunto finito, relativamente pequeho,
de funciones que permitan llevar a cabo el calculo con los medios de que

se dispone.
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Evidentemente, la calidad y significado de un calculo ab initio va a
depender drasticamente del tipo de funciones que constituyan dicho

conjunto y del nimero de las mismas.

Los tipos de funciones que se suelen tomar como base son:
funciones tipo Slater (STO) y funciones tipo Gaussiana (GTO). En los
calculos moleculares se emplean masivamente las GTO cartesianas que se

definen como:

L (%:9,2) :N(l,as )N(m,as )N(n,as )xly’"z"e*axrz [3.19]
Donde:
94K+l UES) &5
N(k,a):[(2k—1)!!]”2(—] a *  k=lmn [3.20]
T

Dependiendo del valor que tome la suma /+m+n en [3.19] podemos

hablar de GTO cartesianas tipo s, p, d...

Pople y colaboradores® han construido diversos tipos de funciones de
base GTO que son muy utilizadas y que se incluyen como opciones
estandar en los programas de célculo desarrollados por dicho grupo. En
este trabajo se empled la base 6-31G* para la localizacion y
caracterizacion de los distintos complejos. En ella, los orbitales de core
estan representados por una funcién de base contraida formada por seis
primitivas y los orbitales de valencia vienen dados por una funcién de base
contraida formada por tres primitivas y otra formada por solo una
gaussiana primitiva. El asterisco significa que la base cuenta, ademas, con
funciones de polarizacion de tipo 4 para los elementos del segundo
periodo.

Posteriormente se han obtenido mejores valores para las energias de
estabilizacion haciendo un recalculo con la base 6-311+G** sobre las

geometrias optimizadas con la base 6-31G*.
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La eleccién de una base para realizar determinado trabajo debe
realizarse con sumo cuidado, puesto que de ella dependen el significado y

la precision de los resultados.

3.1.3.- Energia de correlacion

La aproximacién de Hartree-Fock, también llamada de particulas
independientes, presenta problemas por no dar cuenta satisfactoriamente
de las interacciones de los electrones. Sélo para electrones con espin
paralelo esta aproximacion da probabilidad cero de que se encuentren en

el mismo punto del espacio.

La energia de correlacién viene definida como la diferencia entre la

energia no relativista exacta del sistema (E) y la energia de Hartree-Fock

(o).

E.on=E-Ey [321]

3.2.- Teoria del funcional de la densidad (DFT)

Los métodos ab initio post-Hartree-Fock (interaccion de
configuraciones, Moller-Plesser, clister acoplado) permiten evaluar la
energia de correlacion electrénica en una base de funciones de N
particulas que son los determinantes de Slater. Los métodos del funcional
de la densidad también permiten calcular la energia de un sistema
incluyendo la correlacidén electronica, pero mediante un procedimiento

alternativo.
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La base de la teoria del funcional de la densidad es el teorema de
Hohenberg-Kohn, que afirma que la energia del estado electronico
fundamental de un sistema puede determinarse si se conoce su densidad
electronica p(r). Es decir, la energia es un funcional de la densidad y se

expresa de la siguiente forma:

E(p) =T(p) + Ean(p) + Eee (p) [3.22]

Donde T(p) representa la energia cinética, E..(p) la energia de interaccion
electrén-ntcleo y E..(o) la interaccidn electrén-electrén. Esta Gltima puede

subdividirse a su vez en dos términos:

Een(p) =J(p) + K(p) [3.23]

Donde J(p) recoge la interaccion de Coulomb y K(p) la de intercambio.

El principal problema de la teoria es que no dice cudl es la forma
exacta del funcional o cdmo construirlo. El paso que permite aplicar este
formalismo a la Quimica Cuantica fue dado por Kohn y Sham!® al
considerar un sistema de N electrones sin interaccionar descrito por unos
orbitales ¢, de forma que la densidad electrénica de este sistema modelo,

p4(r), coincida con la del sistema real, p(r), en el que si hay interacciones.

De este modo, la expresion general para la energia DFT es:

Eprr = Ty(p) + Een(p) + J(p) + Exc(p) [3.24]
Donde T(p) es una aproximacion a la energia cinética real T(p), ya que

corresponde a la de un sistema de N electrones sin interaccionar y E..(p)

es el denominado término de correlacion e intercambio:

Ex(p) = [T(p) - Ts(p)] + [Ece(p) I (0)] [3.25]
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Este término engloba el resto de la energia cinética que no se tiene en
cuenta en T,(p) por asumir un sistema de particulas independientes,

ademas de la energia de interaccidn no clasica electron-electron.

La aplicacion del principio variacional a la expresién de la energia
DFT, Epr;, permite asegurar que la mejor densidad electrénica sera

aquella que minimice Eprr (p) con la restriccion de que:

[ p(rydr =N [3.26]

Siendo N el nimero de electrones que contiene el sistema molecular.
El proceso de minimizacion conduce a las denominadas ecuaciones de

Kohn-Sham:
Fxs ¢ = & ¢ [3.27]

Que forman un conjunto de ecuaciones cuyos vectores propios son los

orbitales de Kohn-Sham y en la que el operador Fgs es:
Fo=—lviip
KS __5 + efec [3.28]
Siendo V.. un potencial efectivo que incluye el potencial de interaccion

electréon-nucleo, el de repulsion electron-electrén clasico y el potencial de

correlacion-intercambio:

Va0 = Vo 010+ V, (0 [3.29]
OB

=— 3.30

s [3.30]

Si se lograra conocer E,. de manera exacta, la teoria del funcional de
la densidad proporcionaria la energia total exacta, incluyendo la energia

de correlacion.
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Se puede demostrar que el potencial de intercambio-correlacion es
un funcional Unico, de validez general. Sin embargo, su forma explicita no
se conoce. La diferencia entre los distintos métodos DFT esta

precisamente en la eleccién de dicha forma funcional.

Se han desarrollado distintos tipos de funcionales que pueden
agruparse en tres grandes tipos segun las aproximaciones que se realizan
para estimar E..: los basados en la aproximacién de la densidad local
(LDA), los que se basan en la aproximacion del gradiente generalizado y

los funcionales hibridos.

En general, es costumbre separar el funcional de intercambio-
correlacién en dos contribuciones para facilitar su construccién, una que

incluye el intercambio, E.(p), y otra que incluye la correlacién, E.(p).

En la aproximaciéon de la densidad local (LDA) se considera que el
funcional en el punto 7 depende sélo de la densidad en dicho punto,
aunque en realidad el funcional es no local y depende de p en todo el

espacio. En esta aproximacion el funcional depende de la densidad,

tratada como la de un gas uniforme de electrones.

La energia de intercambio de un gas uniforme de electrones viene
dada por la formula de Dirac:

I
EfDA(p):_%(%j J‘pé(r)dr [3.31]

Vosko, Wilk y Nusair (VWN)*! han obtenido una expresién para la
energia de correlacion E.(p) para un gas uniforme de electrones

basandose en calculos Monte Carlo (E.-2).
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En la aproximacién del gradiente generalizado se modeliza la
densidad electronica de una molécula como un gas de electrones no
uniforme. Matematicamente esto significa que tanto £, como E. dependen
no sdlo de la densidad electronica p(r), sino también de sus derivadas.

Becke!®?

propuso una correccion (B88) para la energia de intercambio LDA
que se utiliza frecuentemente en los calculos DFT. Entre las formas
funcionales disefiadas en esta aproximacion para dar cuenta de la energia
de correlacion una de las mas populares es la de Lee, Yang y Parr

(LYP)1%,

Otro tipo de funcionales, denominados hibridos, son aquellos que
incorporan parte de la energia de intercambio exacta de Hartee-Fock en el
funcional de intercambio. De entre esos funcionales, el mas utilizado es el
propuesto por Becke en 1993 (B3). La combinacion del funcional de
intercambio B3 con el funcional de correlacién LYP conduce al funcional

B3LYP, que es el utilizado en el presente trabajo:

EZM =(1-a)ES +(a—b)EP" +bE! + cE" +(1-¢)E/"™  [3.32]

Los valores de los coeficientes a, b y ¢ se determinan realizando un ajuste

a un conjunto de propiedades termodinamicas.

3.3.- Termodinamica estadistica

El paso de las propiedades moleculares a las macroscdpicas y
observables es posible gracias a la Termodinamica Estadistica. En Ila
presente Tesis de Doctoral se adoptan los modelos de gas ideal, rotor
rigido y oscilador armdnico para obtener expresiones termodinamico-
estadisticas para la entalpia, entropia y energia de Gibbs en fase gas'®*.
Igualmente, se supone la presion igual a una atmdsfera y la temperatura
igual a 298,16 K.

25



Métodos de calculo

3.4.- El efecto del disolvente

Es bien sabido que el disolvente modifica las propiedades
moleculares de las moléculas disueltas e influye en su reactividad. Una
molécula polar de soluto sumergida en un disolvente polar provoca la
orientacion de las moléculas de disolvente en torno a ella y hace aumentar
el momento dipolar de dichas moléculas. A su vez, el disolvente polarizado
genera un campo eléctrico en torno a cada molécula de soluto, el llamado

campo de reaccion.

El método mecanocuantico mas comun para calcular los efectos del
disolvente sobre las propiedades moleculares y la reactividad quimica se
basa en un modelo continuo del disolvente en el que se ignora su
estructura molecular y se le trata como un dieléctrico continuo de
dimensiones infinitas caracterizado por su constante dieléctrica. En el
tratamiento mecanocuantico, la interaccion entre una molécula de soluto y
el continuo dieléctrico que la rodea se modeliza mediante un término V;,,
que se afade al Hamiltoniano electronico molecular. En este modelo se
permite que cambie la funcidn de onda electronica de la molécula de
soluto al pasar de la fase gaseosa a la disolucion, de forma que se alcance
la autoconsistencia entre la distribucion de carga del soluto y el campo de

reaccion del disolvente.

Un tratamiento en el que se alcance la autoconsistencia se denomina
modelo del campo de reaccidn autoconsistente (abreviado con el acrénimo
en inglés SCRF). Existen diversos métodos para evaluar el efecto del
disolvente que se encuadran en el marco SCRF y que difieren en la forma
de la cavidad creada en el disolvente para albergar al soluto, y en el modo
de evaluar la energia potencial de interaccién entre la distribucion de
carga molecular y el dieléctrico continuo. En este trabajo se utiliza el

modelo PCM (del inglés Polarizable Continuum Model). EI modelo que
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sustenta este método considera una cavidad en el disolvente con forma
compleja obtenida asignando a cada nucleo atdmico una esfera de radio

1.2 veces el radio de Van del Waals del atomo.

El volumen de la cavidad es el ocupado por estas esferas atdmicas
solapadas. Ademas, la energia potencial de interaccidon soluto-disolvente
se aproxima como una serie infinita, la llamada expansion multipolar, en la
que van apareciendo en términos sucesivos el momento dipolar de la
molécula de soluto, su momento cuadrupolar, etc. La forma compleja de
la cavidad hace que no se puedan obtener expresiones analiticas para los
coeficientes de esta expansion multipolar y que tengan que ser calculados

mediante un método numérico iterativo.

3.5.- Nivel de calculo utilizado y energias de

estabilizacion

Todos los cdlculos desarrollados a lo largo de este trabajo se

realizaron con el software Gaussian 98'%

en una plataforma SGI Origin
3800 operando en el sistema operativo IRIX 6.5.23f, proporcionado
gratuitamente por el servicio de supercomputaciéon del Centro de

Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT).

En distintos puntos de los apartados anteriores queda dicho que el
nivel de calculo utilizado en este trabajo para la localizacion vy
caracterizacion de los distintos complejos es B3LYP/6-31G*.
Posteriormente, aceptando la hipdtesis de que las geometrias de los
complejos apenas varian con el cambio de base, se efectua un calculo
puntual con la base de mayor tamano 6-311+G** sobre las geometrias
anteriormente optimizadas, puesto que un aumento en la flexibilidad del

conjunto de funciones de base redunda en una disminucion de la energia
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absoluta, es decir, segin el principio variacional, en un mayor

acercamiento al valor exacto de la energia.
Las energias de estabilizacién de los distintos complejos se han

evaluado como la diferencia entre la energia absoluta del complejo y la

suma de las energias absolutas de las moléculas que lo componen.
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Capitulo 4

Desarrollo de un método
computacional para el diseno de un
polimero impreso para acido
homovanillico

4.1.- Antecedentes

Calculos DFT en el diseno racional de polimeros impresos

Hasta la fecha, la evaluacién de la afinidad del MIP, que supone
llevar a cabo la sintesis completa del polimero para distintos mondmeros
funcionales y disolventes porogénicos, viene realizandose por el método
de prueba y error, utilizando una seleccién previa de componentes basada
en la mera intuicion quimica.

Con el fin de simplificar la optimizacion de los MIPs, Sellergren vy

colaboradores!¢-1%8

propusieron una metodologia de sintesis de alto
rendimiento a escala reducida (mini-MIPs) que utiliza dispositivos

robotizados capaces de sintetizar y evaluar mediante ensayos de union un
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gran numero de polimeros sintetizados en pequefia escala con
composiciones variables de mondmero funcional, entrecruzantes y
disolventes porogénicos, dirigidos por procedimientos combinatorios. Esta
metodologia no constituye una herramienta predictiva en si, y desde el
punto de vista experimental, tampoco contribuye realmente a simplificar

las etapas de optimizacién del polimero.

Por otro lado, se han desarrollado en los ultimos afos estrategias de
disefio racional basadas en la evaluacion de las energias de interaccion
entre la molécula molde y los mondmeros funcionales que intervienen en
la formacion de un aducto por medio de enlaces no covalentes. Estos
métodos computacionales se basan en lo que se denomina “el paradigma
de la tecnologia de impresidbn molecular”: el éxito del proceso de
impresion recae en la estabilidad del complejo de prepolimerizacion'®.
Mosbach y colaboradores demostraron mediante medidas de RMN que
efectivamente se formaba un aducto de prepolimerizacion, y mediante
valoracion de la molécula molde (fenilalanina) con uno de los monémeros
funcionales (acido metacrilico), era posible determinar la relacion optima
entre ambos para formar la unidad macromolecular mas estable. Este
procedimiento ha seguido utilizandose para identificar la naturaleza de la
interaccién origen de la impresion no covalente, buscando desarrollar

herramientas predictivas para el disefio de MIPs'!% 111,

Las estrategias seguidas se basan en el calculo de la energia de
estabilizacion en la formacion de dicho aducto como diferencia de la
energia de formacién del aducto y la energia de mondmeros y molécula

molde por separado:

AE estabilizacion = AE aducto — [AE mondmeros T AE molécula ma/de]
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Para el calculo de dicha energia, el método que se ha extendido
mas en los Ultimos afios ha sido la utilizacion de un software de
modelizacion molecular para estudiar la conformacion del aducto
mondmero-molécula huésped antes de la polimerizacién!2. El grupo de
Piletsky, en la universidad de Cranfield (UK) ha conseguido mejoras en la
selectividad de los MIPs mediante este tipo de simulacién computacional*®
>y ha sido el responsable de su uso extendido. Estos resultados derivan
de la aplicaciébn de métodos de mecanica molecular y pueden superarse
mediante la aplicaciéon de métodos de mecanica cuantica. De estos, los

semiempiricos!!? 11

se prefieren en ocasiones, ya que requieren un menor
coste computacional. Pero una descripcidon mas exacta del sistema se
consigue mediante los métodos ab /initio, y del funcional de la densidad

(DFT).

Sin embargo, en la bibliografia sélo se han publicado recientemente
dos antecedentes de calculos ab-initio aplicados a la impresién molecular.

> es un ejemplo de impresién

El trabajo de Mukawa y colaboradores!!
molecular covalente con alilfenildisulfuro como molécula molde, que
emplea como mondmero funcional divinilbenceno. La ruptura del puente
disulfuro se realizd mediante reduccidén con borohidruro de sodio dejando
un grupo tiol en los sitios de union. El proceso no resultd totalmente
satisfactorio, puesto que después de comprobar la selectividad con
diferentes moléculas, se observaron mayores factores de retencidon para
una molécula huésped distinta a la molécula molde. Ademas, sdlo se
realizd un estudio de los complejos 1:1, sin evaluar el efecto del
entrecruzador ni el efecto del disolvente, puesto que los calculos se

limitaron a la fase gaseosa.
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El otro trabajo descrito que emplea la metodologia ab initio‘'®
estudia la interaccion 1-1 y 1-2 entre dos posibles mondémeros funcionales,
acido metacrilico (MAA) y 2-metacrilamida (MA), y diferentes moléculas
molde con el fin de seleccionar el sistema que conduzca a una mayor
estabilizacion del complejo. Se aplicaron dos métodos de calculo: PM3 que
es un método semiempirico, y un método ab initio (HF) con la base 6-31G.
Los resultados obtenidos se comprobaron mediante cromatografia liquida
obteniendo una buena correlacion para los dos métodos. Sin embargo, el
estudio se limitd a la fase gaseosa, no incluyendo ni el efecto del
entrecruzador ni el efecto del disolvente porogénico, crucial en el proceso

de impresién molecular.

Se puede decir por lo tanto, que el estudio realizado en esta Tesis es
pionero en este campo, en el sentido de que en el cdlculo se incluyen
bases de mayor tamafio destinadas a obtener mejores energias, 6-31G*
para la optimizacién de los complejos y 6-311+G** para los calculos
puntuales, incluyéndose ademas el efecto del disolvente mediante el
Modelo del Continuo Polarizado (PCM).

Parte de los resultados que se presentan en este capitulo han sido
publicados en la revista Analytical Chemistry en el afio 2005,
constituyendo en este momento el método mas riguroso en el calculo de
la energia del aducto de prepolimerizacién, y la forma mas exacta de
fundamentar predicciones tedricas. Esta metodologia ha sido adoptada en
estudios posteriores, aunque de forma incompleta, sin incluir el efecto del

118 119-122

disolvente™*® o empleando un nivel de calculo menos exigente
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4.2.- Desarrollo del método computacional. Seleccion
del mejor monomero funcional y del mejor

disolvente

Los mondmeros funcionales escogidos para realizar la evaluacién
computacional de la energia del aducto de prepolimerizacion son: acido 2-
trifluorometacrilico (TFMAA), acido metacrilico (MAA), 2-metacrilamida
(MA) y 4-vinilpiridina (VPY), y los disolventes: tolueno, cloroformo,

diclorometano, acetonitrilo, agua y dimetilsulféxido.

4.2.1.- Geometria y energia electronica de la molécula molde
(HVA)

Mediante cdlculos DFT al nivel B3LYP/6-31G* se obtiene la

geometria del isdmero mas estable de la molécula molde (figura 4.1).
f 1%
* ® AtomodeC
O Atomo de H
J ,
A @ Atomo de O

Figura 4.1.- Geometria optimizada del HVA.

En la impresidn molecular no covalente se asume la hipétesis de que
una de las interacciones mas fuertes entre la molécula molde y el
mondmero funcional es la que tiene lugar a través de puentes de
hidrégeno, por lo que lo mas significativo de la molécula de HVA es la

presencia de un grupo acido carboxilico, un grupo hidroxilo y un grupo
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metdxido, es decir, tres grupos funcionales disponibles para formar

puentes de hidrégeno con los mondmeros funcionales.

La geometria optimizada de la figura 4.1 muestra que en el isdmero
mas estable del HVA existe un puente de hidrégeno intramolecular entre
el hidrégeno del grupo hidroxilo y el oxigeno del grupo metoxido.
Energéticamente este puente de hidrogeno supone una estabilizacion de
unas 5 kcal/mol respecto a otros isomeros del HVA en los que el
hidrégeno hidroxilico esta hacia el lado opuesto del grupo metdxido. La
energia absoluta para la molécula de HVA es de —-650.0744 unidades
atdmicas al nivel de cdlculo utilizado para evaluar las energias (B3LYP/6-
311+G**//B3LYP/6-31G*).

4.2.2.- Interaccion HVA-TFMAA

La geometria del mondmero funcional 2-trifluorometacrilico (TFMAA)

optimizada al nivel B3LYP/6-31G* se presenta en la figura 4.2.

N ® AtomodeC
O Atomo de H

® Atomode O

Atomo de F

Figura 4.2.- Geometria optimizada del TFMAA.

La energia absoluta del mondmero aislado es de -604.3873
unidades atdmicas al nivel B3LYP/6-311+G**//B3LYP/6-31G*.
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Como consecuencia de la amplia busqueda conformacional realizada
se localizaron un numero importante de complejos formados por una
molécula de HVA y otra de TFMAA. En la figura 4.3 se muestran las

geometrias optimizadas de los diez complejos HVA-TFMAA mas estables.

t5 t6
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Figura 4.3.- Geometrias optimizadas de los complejos HVA-TFMAA

localizados.

A continuacion, se detallan las energias electronicas, entalpias,
entropias y energias de Gibbs de estabilizacion en fase gas, asi como las
energias de Gibbs de estabilizacion en disolucion para los complejos

anteriores.
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A. Energias electronicas de estabilizacion

La tabla 4.1 recoge los diez complejos HVA-TFMAA mas estables
ordenados de mayor a menor estabilidad. Las columnas de la tabla
muestran la energia electrénica absoluta, la energia de punto cero (ambas
para las moléculas separadas y para los complejos) y la energia
electrénica de dichos complejos relativa a las moléculas separadas o

energia de estabilizacién.

Tabla 4.1.- Energias electrénicas de los diez complejos HVA-TFMAA mas

estables.
Estructuras |Energia electronica| Energia de punto | A(Ee+ZPVE)
absoluta (u.a) cero (kcal/mol) kcal/mol
HVA -650.0744 113.9
TFMAA -604.3873 45.7
HVA+TFMAA -1254.4817 159.6 0.0
t1 -1254.4950 160.7 -19.8
t2 -1254.4874 160.5 -15.3
t3 -1254.4823 160.4 -12.1
t4 -1254.4823 160.4 -12.1
t5 -1254.4820 160.3 -12.0
t6 -1254.4810 160.4 -11.3
t7 -1254.4750 160.4 -7.6
t8 -1254.4743 160.1 -7.4
t9 -1254.4719 160.0 -6.0
t10 -1254.4669 160.0 -2.8
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En comparacién con la energia electronica de las moléculas
separadas, el complejo t1 es el mas estable con una energia electronica
de estabilizacion de 19.8 kcal/mol, seguido del complejo t2 que es 4.5
kcal/mol menos estable que el primero. Como era de esperar, los dos
complejos mas estables son los que presentan un doble puente de
hidrogeno entre los grupos acido de ambas moléculas. La causa de la
desestabilizaciéon de t2 frente a t1 es la orientacion del hidrégeno
hidroxilico que en t2 impide la formacion del puente de hidrogeno
intramolecular. EI complejo que sigue en estabilidad, t3, posee una
energia electrénica relativa de —12.1 kcal/mol. En este caso, el complejo
presenta un doble puente de hidrégeno entre el grupo acido del TFMAA y
los grupos hidroxilo y metdxido del HVA.

En los complejos t6 y t9 las dos moléculas interaccionan a través del
grupo acido del TFMAA vy del hidroxilo acido del HVA, diferenciandose en
el puente de hidrégeno intramolecular del HVA. En cuanto a las
estructuras t4, t8 y t10, el doble puente de hidrogeno se establece entre
el grupo acido del HVA y el hidroxilo acido del TFMAA, variando la
conformacién del hidrégeno acido del TFMAA en t4 respecto a t8 y t10.
t8 forma un puente de hidrégeno intramolecular en el HVA a diferencia de
lo que ocurre en t10. Los complejos t5 y t7 se estabilizan gracias a la

interaccion entre el grupo acido del TFMAA y el hidroxilo del HVA.

B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en

fase gas

Las energias electrénicas no son observables experimentalmente y
ademas no incluyen los factores que determinan si la formacién de los
complejos es espontanea o no. Para superar esta limitacion, se ha

realizado un estudio mediante termodinamica estadistica que ha permitido

38



Desarrollo de un método computacional para el disefio de un MIP para HVA

obtener las entalpias, entropias y energias libres de estabilizacién para la

fase gas que se recogen en la tabla 4.2.

Tabla 4.2.- AH, TAS y AG en fase gas de los complejos HVA-TFMAA.

Estructuras AH TAS AG(gas)
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)

HVA+TFMAA 0.0 0.0 0.0
t1 -19.6 -11.2 -8.4
t2 -15.0 -11.2 -3.8
t3 -11.7 -10.2 -1.5
t4 -11.7 -9.9 -1.8
t5 -11.3 -8.9 -2.4
té -10.9 -10.4 -1.5
t7 -7.1 -9.4 2.3
t8 -6.8 -9.1 2.3
t9 -5.4 -10.8 5.3
t10 -2.3 -9.6 7.3

La primera observacidn que cabe realizar es que las entalpias
relativas tienen valores proximos a las energias electronicas relativas, lo
cual indica que estas Ultimas son las que mas contribuyen a la variacién
de entalpia. El hecho de que se formen complejos a partir de las
moléculas separadas hace que, obviamente, la entropia de los mismos sea
siempre inferior a la del estado de referencia. La influencia negativa de la
entropia hace que sélo se formen espontaneamente los seis primeros
complejos en fase gas. t1 es el complejo mas favorable en fase gas,

siendo su energia de Gibbs de estabilizacién de 8.4 kcal/mol.
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C. Influencia del disolvente en la estabilizacion de los
complejos HVA-TFMAA

Los datos del apartado anterior no tienen una utilidad practica directa
puesto que el procedimiento experimental de impresidn molecular no se
realiza en fase gas sino en disolucion. Los calculos mecanocuanticos
permiten conocer la energia de las moléculas separadas y de los
complejos en el seno de un disolvente considerado como un dieléctrico
continuo que se caracteriza por su constante dieléctrica. De este modo, es
posible calcular tedricamente la energia de estabilizacion HVA-TFMAA en

diferentes disolventes.

En este trabajo tedrico se utilizan cinco disolventes habitualmente
empleados como disolventes porogénicos: tolueno (¢ = 2.4), cloroformo
(¢ = 4.9), diclorometano (¢ =8.9), acetonitrilo (¢ =36.6) y agua (¢ =80.1)
con el fin de decidir cual da lugar a complejos mas estables dentro de este
amplio rango de constantes dieléctricas. Las energias libres de
estabilizacion obtenidas para los cinco disolventes estudiados se detallan
en la tabla 4.3.
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Tabla 4.3.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos HVA-
TFMAA en los disolventes tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo

y agua.

AG AG AG AG AG
Estructuras | Tolueno | Cloroformo | Dicloro |Acetonitriloi Agua
(kcal/mol)| (kcal/mol) |(kcal/mol)| (kcal/mol) [(kcal/mol)

HVA+TFMAA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
t1 -17.1 -15.4 -14.2 -14.7 -6.9

t2 -12.9 -11.9 -11.0 -11.8 -4.9

t3 -8.6 -7.8 -6.6 -7.2 1.3

t4 -8.9 -7.6 -6.5 -7.1 0.6

t5 -9.6 -8.6 -7.7 -8.2 -3.6

t6 -6.6 -5.7 -4.2 -5.2 2.3

t7 -4.6 -4.0 -2.9 -3.7 2.7

t8 -4.0 -2.7 -1.5 -2.2 4.6

t9 -1.2 -1.6 -0.3 -1.6 3.2
t10 -0.1 0.7 1.5 0.6 6.7

En general, tolueno, cloroformo, diclorometano y acetonitrilo
favorecen la formacidon de complejos HVA-TFMAA, en el sentido de que en
fase gas sblo es espontanea la formacion de seis complejos mientras en
disolucion estd favorecida la formacion de hasta nueve complejos. En
todos los complejos estudiados el tolueno es el disolvente que da lugar a
una mayor estabilizacion seguido del cloroformo, acetonitrilo vy
diclorometano. Cuando se emplea el agua como disolvente, se observa
una desestabilizacién de los complejos con respecto a las energias de
Gibbs en fase gas. Debido a este especial comportamiento, se realizd un
estudio para evaluar si el agua interfiere en las interacciones responsables

de la formacion de los complejos molde-mondmero.
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D. Estudio de las interacciones de moléculas de agua con la

molécula molde (HVA) y el monémero (TFMAA)

Cuando se considera el agua como un medio continuo en cuyo seno
se forman los complejos molde-mondmero, éstos son considerablemente
menos estables que en los otros disolventes investigados. Para
comprender las razones de la poca estabilizacién exploramos la posibilidad
de que el agua interaccione con las moléculas de molde y mondémero y asi
dificulte su interaccion mutua por puentes de hidrogeno. Para esto, se
incluye explicitamente en el calculo una serie de moléculas discretas de
agua saturando las posiciones susceptibles de formacién de puentes de
hidrégeno y se realiza la modelizacion del sistema en un medio continuo

de agua.

Inicialmente, se realizaron los calculos tomando como referencia la
energia de cada molécula de agua discreta, sin interaccionar entre ellas,
pero es mas realista suponer que dos moléculas de agua aisladas
interaccionan entre si formando dimeros, de ahi que, en lo sucesivo, para
todas las interacciones con moléculas de agua hablemos en realidad de

dimeros de agua.

Las geometrias de los complejos resultantes se presentan en la figura 4.4.
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Figura 4.4.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables para

TFMAA y HVA interaccionando con dimeros de agua.
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La estabilidad de estos dos complejos se compara con la obtenida
con t1, el complejo HVA-TFMAA mas estable. En la tabla 4.4 se recogen

los resultados obtenidos.

Tabla 4.4.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos HVA-
dimero H,O, TFMAA-dimero H,0 y HVA-TFMAA en agua.

AG agua
Estructuras
(kcal/mol)
HVA-dimero H,0 -7.6
TFMAA-dimero H,0 -12.4
HVA-TFMAA (t1) -6.9

A la vista de los resultados, se concluy6é que el agua compite con el
HVA por los sitios de union del TFMAA, es decir, el mondmero TFMAA
tiene mayor tendencia a interaccionar con el agua que con el HVA. Por lo
tanto puede explicarse que el complejo HVA-TFMAA en agua (-6.9
kcal/mol) sea mas desfavorable que en fase gas (-8.4 kcal/mol). En
consecuencia, el agua no seria un buen disolvente porogénico para
sintetizar el polimero molecularmente impreso con TFMAA y HVA, puesto
que tiende a formar puentes de hidrogeno muy estables con el mondmero

y con la molécula molde, dificultando la atraccion entre ambos.

4.2.3.- Interaccion HVA-MA

La geometria del mondmero funcional 2-metacrilamida (MA)
optimizada al nivel B3LYP/6-31G* se presenta en la figura 4.5.
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Figura 4.5.- Geometria optimizada de MA.

La energia absoluta del monémero aislado es —286.7041 unidades
atdmicas al nivel B3LYP/6-311+G**//B3LYP/6-31G*.

De forma analoga al TFMAA, la busqueda conformacional efectuada
dio lugar a la localizacion de diez complejos HVA-MA cuyas geometrias

optimizadas se muestran en la figura 4.6.
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Figura 4.6.- Geometrias optimizadas de los complejos HVA-MA localizados.

Al igual que en la interaccion HVA-TFMAA, se procedi6 a realizar los

estudios que se detallan a continuacion.

A. Energias electrdnicas de estabilizacion

En la tabla 4.5 se resumen las energias absolutas y relativas,

incluyendo la correccién de punto cero, de los diez complejos HVA-MA.
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Tabla 4.5.- Energias electronicas de los diez complejos HVA-MA mas

estables.
Estructuras |Energia electronica| Energia de punto | A(Ee+ZPVE)
absoluta (u.a) cero (kcal/mol) kcal/mol
HVA -650.0744 113.9
MA -286.7041 67.6
HVA+MA -936.7785 181.5 0.0
mal -936.8025 182.9 -13.6
ma2 -936.7951 182.8 9.1
ma3 -936.7895 182.5 -6.0
ma4 -9036.7874 183.0 -4.0
ma5 -036.7863 182.3 -4.0
mab -936.7921 182.6 -7.4
ma?7 -936.7866 182.6 -3.9
ma8 -936.7874 183.0 -4.0
ma9 -936.7824 182.1 -1.9
malo -936.7796 182.8 0.6

El complejo HVA-MA mas estable, mal, presenta un doble puente de
hidrégeno entre el grupo amida de MA y el grupo carboxilo del HVA, de la
misma forma que tl1. Su estabilizacion es de 13.6 kcal/mol. ma2 es
similar a mal, aunque menos estable (4.5 kcal/mol) debido a que el HVA
no posee en este caso la estabilizacion adicional del puente de hidrogeno
intramolecular. Por Ultimo, el complejo ma3 posee una energia electronica
de estabilizacion de 6.0 kcal/mol. En este caso se establece un doble
puente de hidrégeno entre el grupo amida de MA vy los grupos hidroxilo y
metdxido del HVA. El resto de complejos interaccionan de forma analoga a
los complejos descritos para TFMAA, por lo que en este apartado no se

describiran.
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B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en

fase gas

A partir del estudio termodinamico estadistico realizado a los
complejos HVA-MA se obtuvieron los resultados que se detallan en la tabla

4.6 para la fase gas.

Tabla 4.6.- AH, TAS y AG en fase gas de los complejos HVA-MA.

Estructuras AH TAS AG(gas)
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)
HVA+MA 0.0 0.0 0.0
mal -13.6 -10.9 -2.7
ma2 -9.0 -11.0 1.9
ma3 -5.6 -10.1 4.5
ma4 -3.9 -10.7 6.9
ma5 -3.4 -8.9 5.5
ma6 -7.1 -9.8 2.7
ma7 -3.6 -9.5 5.9
ma8 -3.9 -10.7 6.9
ma9 -1.3 -9.2 7.9
malo 0.8 -10.4 11.2

De igual forma que en los aductos de TFMAA, las entalpias relativas
tienen valores préximos a las energias electronicas relativas, lo que indica
que estas Ultimas son las que mas contribuyen a la variacién de la
entalpia. De nuevo, la influencia negativa de la entropia hace que sdlo el

complejo mal se forme espontaneamente en fase gas.
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C.

complejos HVA-MA

Influencia de los disolventes en la estabilizacion de los

Las energias relativas de los complejos HVA-MA respecto de las

moléculas separadas en los cinco disolventes estudiados, tolueno (¢ =2.4),

cloroformo (¢ =4.9), diclorometano (¢ =8.9), acetonitrilo (¢ =36.6) y agua

(¢ =80.1), se recogen en la tabla 4.7.

Tabla 4.7.- Energias de Gibbs de estabilizacién de los complejos HVA-MA

en los disolventes tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo y agua.

AG AG AG AG AG
Estructuras | Tolueno | Cloroformo | Dicloro |Acetonitrilo, Agua
(kcal/mol)| (kcal/mol) |(kcal/mol) | (kcal/mol) (kcal/mol)
HVA+MA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
mal -11.7 -10.4 -6.2 -9.8 -3.1
ma2 -7.7 -6.9 -9.2 -7.0 -1.7
ma3 -2.9 -2.4 -1.3 -2.0 2.8
ma4 -0.4 0.6 2.1 1.2 6.8
ma5 -1.9 -1.4 -0.6 -1.3 1.1
ma6 -4.2 -3.4 -2.2 -3.3 3.4
ma7 -1.8 -1.1 -0.1 -0.8 1.9
ma8 -0.4 0.7 2.2 1.3 6.7
ma9 1.1 0.9 1.5 0.5 4.0
mal0 2.7 3.1 4.0 3.0 6.2
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Los cinco disolventes favorecen la formacion de los complejos HVA-
MA, puesto que en fase gas solo resulta espontanea la formacion de ma1l.
El tolueno, de nuevo es el disolvente que conduce a una mayor
estabilizacion del complejo, seguido de cloroformo y acetonitrilo.
Al igual que sucedia para los complejos con TFMAA, el diclorometano vy el

agua son los disolventes mas desfavorables.

D. Estudio de las interacciones de moléculas de agua con la

molécula molde (HVA) y el monémero (MA)

Nuevamente, los complejos molde-mondmero son menos estables en
agua que en el resto de disolventes estudiados. Este hecho podria
explicarse si el agua interaccionase con la molécula molde y el mondémero
funcional dificultando la interaccién del complejo a través de puentes de
hidrégeno. Para confirmar esta sospecha, se realiza el calculo con dos
moléculas de agua saturando las posiciones susceptibles de puentes de
hidrégeno del mondmero funcional y la molécula molde, sumergido a su
vez todo el sistema en agua. Los complejos resultantes se muestran en la

figura 4.7.
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Figura 4.7.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables para

MA y HVA interaccionando con dos moléculas de agua.
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La estabilidad de estos dos complejos se compara con la obtenida
con mal, el complejo HVA-MA mas estable. En la tabla 4.8 se resumen

los datos obtenidos.

Tabla 4.8.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos HVA-
dimero H,0, MA-dimero H,0 y HVA-MA en agua.

AG agua
Estructuras
(kcal/mol)
HVA-dimero H,0 -7.6
MA-dimero H,0 -6.8
HVA-MA (mal) -3.1

Los complejos optimizados muestran que el agua compite con MA
por los sitios de unidon del HVA, es decir, el HVA interacciona mas
favorablemente con el agua que con el mondmero funcional MA. Por
tanto, puede explicarse que la formacion del complejo HVA-MA en agua
(-3.1 kcal/mol) sea mas desfavorable que con el resto de disolventes
ensayados. Nuevamente, el agua no seria un buen disolvente porogénico
para sintetizar el polimero molecularmente impreso para el HVA, puesto
que tiende a formar puentes de hidrogeno con el monémero y la molécula

molde, desestabilizando la formacién de un aducto entre ambos.

4.2.4.- Interaccion HVA-MAA

La geometria del mondémero funcional acido metacrilico (MAA)

optimizada al nivel B3LYP/6-31G* se presenta en la figura 4.8.
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Figura 4.8.- Geometria optimizada del MAA.

La energia absoluta del monémero aislado es —306.5810 unidades
atomicas al nivel B3LYP/6-311+G**//B3LYP/6-31G*,

Como consecuencia de la amplia busqueda conformacional realizada,
y del mismo modo que en casos precedentes, se localizaron un numero
importante de complejos formados por una molécula de HVA y otra de
MAA. En la figura 4.9 se pueden ver las geometrias optimizadas de los

diez complejos HVA-MAA mas estables.
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Figura 4.9.- Geometrias optimizadas de los complejos HVA-MAA

localizados.

A. Energias electronicas de estabilizacion

La tabla 4.9 recoge los diez complejos HVA-MAA mas estables
ordenados de mayor a menor estabilidad. Las columnas de la tabla
muestran la energia electronica absoluta, la energia de punto cero
(calculadas ambas tanto para las moléculas separadas como para los
complejos formados) y la energia electronica de dichos complejos en

comparacion con la energia de las moléculas separadas.
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Tabla 4.9.- Energias electrénicas de los diez complejos HVA-MAA mas

estables.
i . Energia de
Estructuras Energia electronica punto cero A(Ee+ZPVE)
absoluta (u.a) kcal/mol
(kcal/mol)
HVA -650.0744 113.9
MAA -306.5810 60.2
HVA+MAA -956.6555 174.1 0.0
ml -056.6811 175.2 -15.0
m2 -956.6735 175.0 -10.4
m3 -956.6680 175.0 -7.0
m4 -956.6666 175.0 -6.0
m5 -956.6659 175.0 -5.6
m6 -956.6663 174.8 -6.0
m7 -956.6617 175.0 -2.9
m8 -956.6611 175.0 -2.6
m9 -956.6578 174.5 -1.0
m10 -956.6535 174.9 2.1

En comparacién con la suma de la energia electronica de las
moléculas separadas, el complejo m1 es el mas estable con una energia
electrénica de estabilizacién de 15.0 kcal/mol, seguido del complejo m2
que es 4.6 kcal/mol menos estable que el primero. Como era de esperar,
los dos complejos mas estables son los que presentan un doble puente de
hidrégeno entre los grupos acido de ambas moléculas. La causa de la
desestabilizacion de m2 frente a m1 es la orientacion en m2 del
hidrégeno hidroxilico que impide la formacion del puente de hidrogeno
intramolecular. El complejo m3, que posee una energia electronica
relativa de -7.0 kcal/mol, es mas inestable que m1 y m2, ya que en este
caso se establece un doble puente de hidrégeno entre el grupo acido del

MAA vy los grupos hidroxilo y metdxido del HVA.
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Los complejos m4 y m9 interaccionan a través del grupo acido del
MAA y del hidroxilo acido del HVA, diferenciandose en el puente de
hidrégeno intramolecular del HVA. En cuanto a las estructuras m5, m8 y
m10, el doble puente de hidrogeno se establece entre el grupo acido del
HVA y el hidroxilo acido del MAA, variando la conformacion del hidrégeno
acido del MAA en m5 respecto a m8 y m10. m8 forma un puente de
hidrégeno intramolecular con el HVA a diferencia de m10. Los complejos
m6 y m7 se estabilizan gracias a la interaccidon entre el grupo acido del
MAA y el hidroxilo del HVA.

B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en

fase gas

El estudio realizado mediante termodinamica estadistica permite

obtener los resultados resumidos en la tabla 4.10 para la fase gas.

Tabla 4.10.- AH, TAS y AG en fase gas de los complejos HVA-MAA.

Estructuras AH TAS AG(gas)
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)

HVA+MAA 0.0 0.0 0.0
ml -14.8 -11.0 -3.8
m2 -10.2 -11.2 1.0
m3 -6.6 -10.2 3.7
m4 -5.7 -10.6 4.9
m5 -5.1 -9.5 4.4
m6 -5.3 -7.3 1.9
m7 -2.5 -9.5 6.9
m8 -2.3 -10.0 7.7
m9 -0.5 -10.2 9.8
m10 2.4 -10.2 12.5
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La influencia negativa de la entropia hace que sélo el complejo m1
se forme espontaneamente en fase gas, siendo su energia de Gibbs de

estabilizacion de 3.8 kcal/mol.

C. Influencia de los disolventes en la estabilizacion de los
complejos HVA-MAA

Las energias relativas de los complejos HVA-MAA respecto de las
moléculas separadas en los cinco disolventes estudiados, tolueno (¢ =2.4),
cloroformo (¢ =4.9), diclorometano (¢ =8.9), acetonitrilo (¢ =36.6) y agua
(¢ =80.1), se detallan en la tabla 4.11.

Tabla 4.11.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos HVA-

MAA en los disolventes tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo y

agua.
AG AG AG AG AG
Estructuras | Tolueno [Cloroformo| Dicloro |Acetonitrilo| Agua

(kcal/mol) | (kcal/mol) |(kcal/mol)| (kcal/mol) |(kcal/mol)

HVA+MAA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
ml -16.5 -14.9 -9.8 -14.2 -2.8
m2 -12.5 -11.3 -6.8 -11.4 -3.2
m3 -7.5 -6.9 -2.0 -6.5 4.2
m4 -6.1 -5.0 0.1 -4.7 7.5
m5 -6.6 -5.4 -1.3 -4.9 6.0
m6 -6.0 -5.1 -2.2 -4.9 -0.5
m7 -4.4 -3.5 1.4 -3.3 54
m8 -3.0 -1.7 2.3 -1.5 9.8
m9 -0.8 -0.9 3.6 -1.0 7.8
m10 1.0 1.8 5.3 1.5 9.4
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De nuevo encontramos que, exceptuando el caso del diclorometano
y el agua, la incorporacion al calculo del disolvente porogénico favorece la
formacién de complejos HVA-MAA, en el sentido de que en fase gas solo
es espontanea la formacion del complejo m1 mientras en disolucion se
forman los nueve primeros complejos. En los ocho complejos mas
estables, el tolueno es el disolvente que da lugar a una mayor

estabilizacion, seguido del cloroformo y del acetonitrilo.

D. Estudio de las interacciones de moléculas de agua con la

molécula molde (HVA) y el monémero (MAA)

Al igual que en los apartados precedentes, se estudia la inclusion de
dos moléculas de agua en el calculo. Los complejos resultantes se

muestran en la figura 4.10.
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Figura 4.10.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables para

MAA y HVA interaccionando con dimeros de agua.

La estabilidad de estos dos complejos se compara con la obtenida
con m1, el complejo HVA-MAA mas estable formado por una molécula de

HVA y otra de MAA. En la tabla 4.12 se recogen los datos obtenidos.
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Tabla 4.12.- Energias de Gibbs de estabilizacién de los complejos HVA-
dimero H,0, MAA-dimero H,0 y HVA-MAA en agua.

AG agua
Estructuras
(kcal/mol)
HVA-dimero H,0 -7.6
MAA-dimero H,0 -15.7
HVA-MAA (m1) -2.8

A la vista de los resultados, el agua compite con el HVA por los sitios
de union del MAA, es decir, el mondmero MAA tiene mayor tendencia a
interaccionar con el agua que con el HVA. De este modo, puede explicarse
que el complejo HVA-MAA en agua (-2.8 kcal/mol) sea mas desfavorable
que en fase gas (-3.8 kcal/mol). Nuevamente, se puede afirmar que el
agua no es un buen disolvente porogénico para sintetizar el polimero
molecularmente impreso con MAA y HVA, puesto que tiende a formar
puentes de hidrogeno muy estables con el monémero y con la molécula

molde.
4.2.5.- Interaccion HVA-VPY

El mondmero funcional 4-vinilpiridina (VPY) presenta sélo un centro
con capacidad para formar puentes de hidrogeno: el nitrégeno piridinico.

En la figura 4.11 puede verse su geometria optimizada al nivel
B3LYP/6-31G*.
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Figura 4.11.- Geometria optimizada de VPY.

La energia absoluta del monémero aislado es —325.7713 unidades
atdmicas al nivel B3LYP/6-311+G**//B3LYP/6-31G*.

La busqueda conformacional efectuada dio lugar a la localizacién de

tres complejos HVA-VPY cuyas geometrias optimizadas se presentan en la

figura 4.12.
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Figura 4.12.- Geometrias optimizadas de los complejos HVA-VPY
localizados.
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A. Energias electronicas de estabilizacion

En la tabla 4.13 se muestran las energias absolutas y relativas,

incluyendo la correccion de punto cero, de los tres complejos HVA-VPY.

Tabla 4.13.- Energias electronicas de los tres complejos HVA-VPY mas

estables.
Estructuras Energia electrénica |Energia de punto| A(Ee+ZPVE)
absoluta (u.a.) cero (kcal/mol) | (kcal/mol)
HVA -650.0744 113.9
VPY -325.7713 76.6
HVA+VPY -975.8457 190.4 0.0
vl -975.8630 191.3 -10.0
v2 -975.8547 191.1 -5.0
v3 -975.8538 191.8 -4.7

El complejo HVA-VPY mas estable, vl, presenta un puente de
hidrégeno entre el hidrégeno acido del HVA y el nitrégeno piridinico de la
molécula de VPY, y estd favorecido por el puente de hidrogeno
intramolecular en el HVA. Su estabilizacion es de 10.0 kcal/mol. v3 es
analogo a v1, aunque menos estable (4.7 kcal/mol) porque la molécula de
HVA no posee en este caso la estabilizacién adicional del puente de
hidrégeno intramolecular. En v2 la interaccidén entre ambas moléculas se
produce a través del hidrédgeno hidroxilico del HVA y el nitrégeno piridinico
de VPY, siendo su energia de estabilizacion de 5.0 kcal/mol.

Dada la marcada basicidad de VPY, se intentd localizar un complejo
en el que el hidrogeno acido del HVA hubiese sido transferido al nitrégeno
piridinico, pero todas las busquedas condujeron finalmente a los

complejos de la figura 4.12.
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B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en

fase gas

El estudio termodinamico estadistico realizado a los complejos HVA-

VPY arrojo los resultados de la tabla 4.14 para la fase gas.

Tabla 4.14.- AH, TAS y AG en fase gas de los complejos HVA-VPY.

AH TAS AG(gas)
Estructuras
(kcal/mol)|(kcal/mol) (kcal/mol)
HVA+VPY 0 0 0
vl -9.5 -9.8 0.2
v2 -4.4 -9.1 4.7
v3 -4.1 -8.9 4.9

Cabe destacar que la influencia negativa de la entropia hace que

ningun complejo se forme espontaneamente en fase gas.

C. Influencia de los disolventes en la estabilizacion de los
complejos HVA-VPY

Las energias relativas de estabilizacion de los complejos HVA-VPY
respecto de las moléculas separadas en los disolventes estudiados se

recogen en la tabla 4.15.
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Tabla 4.15.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos HVA-VPY

en los disolventes tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo y agua.

AG AG AG AG AG
Estructuras| Tolueno |[Cloroformo| Dicloro [|Acetonitrilo| agua

(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol) |(kcal/mol)

HVA+VPY 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
vl -8.0 -6.6 -5.6 -6.4 0.6
v2 -2.8 -3.0 -2.1 -3.3 0.1
v3 -2.7 -2.4 -1.8 -2.6 1.3

Exceptuando el caso del agua, la inclusidn del disolvente favorece la
formacion de los complejos HVA-VPY. Para vl y v3, el tolueno es el

disolvente que conduce a una mayor estabilizacién, mientras que v2 es
mas estable en acetonitrilo.

D. Estudio de las interacciones de moléculas de agua con la

molécula molde (HVA) y el monémero (VPY)

Como en apartados anteriores, se estudia la inclusion de dos

moléculas de agua en el calculo. Los complejos resultantes se presentan
en la figura 4.13.
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Figura 4.13.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables para
VPY y HVA interaccionando con dimeros de agua.
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La estabilidad de estos dos complejos se compara con la obtenida
con v1, el complejo HVA-VPY mas estable. En la tabla 4.16 se resumen los

datos obtenidos.

Tabla 4.16.- Energias de Gibbs de estabilizacién de los complejos HVA-
dimero H,0, VPY-dimero H,0 y HVA-VPY en agua.

AG agua
Estructuras
(kcal/mol)
HVA-dimero H,0 -7.6
VPY-dimero H,0 -9.3
HVA-VPY (v1) 0.6

A la vista de los resultados, el agua compite con el HVA por los sitios
de unién de la molécula de VPY, es decir, el mondmero VPY tiene mayor
tendencia a interaccionar con el agua que con el HVA. Por lo tanto puede
explicarse que la formacion del complejo HVA-VPY en agua (+0.6
kcal/mol) sea mas desfavorable que en fase gas (+0.2 kcal/mol). Como en
los casos anteriores, el agua no es un buen disolvente porogénico para
sintetizar el polimero molecularmente impreso con VPY y HVA, puesto que
tiende a formar puentes de hidrégeno muy estables con el monémero y

con la molécula molde.
4.2.6.- Seleccion del mejor monomero
Uno de los principales objetivos del presente trabajo es la seleccion

del mondmero funcional que da lugar a la mayor interaccion con la

molécula molde HVA.
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Después de localizar los complejos mas estables formados con los
cuatro mondmeros considerados, MAA, VPY, TFMAA y MA, estamos en
condiciones de comparar sus energias libres de estabilizacion en distintos

disolventes.

Dada la dificultad encontrada a posteriori para sintetizar polimeros
impresos con estos cuatro mondmeros en los disolventes que arrojaron los
peores resultados y usarlos en la validacién del método computacional, se
amplio el calculo a un sexto disolvente, el dimetilsulféxido (DMSO) que si
permitia la disolucion de los mondmeros y la molécula molde. Este
disolvente tiene una constante dieléctrica de €=46.7, superior a la del
acetonitrilo (€=36.6) pero muy inferior a la del agua (¢=80.1). Como se
puede ver en la tabla 4.17, las energias de estabilizaciéon en este
disolvente son mas altas que las obtenidas en agua, y del orden de las

calculadas para en los disolventes de diclorometano o acetonitrilo.

Tabla 4.17.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos HVA-
TFMAA, HVA-MAA, HVA-MA y HVA-VPY mas estables en los disolventes

tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo, agua y DMSO.

AG AG AG AG AG AG
Estructuras | Tolueno Clorof Dicloro Aceto Agua DMSO
(kcal/mol)/(kcal/ mol)(kcal/mol)/(kcal/ mol)(kcal/ mol)(kcal/mol)
"VA('II)MAA 17.1 -15.4 -14.2 -14.7 -6.9 -13.9
"'V(’:; ':')AA 125 -10.9 -9.8 -10.3 2.8 9.5
H(‘ﬁ;:')A -11.7 -10.4 -6.2 9.8 3.1 -6.3
"'V(‘;‘,'l‘;w 6.6 6.6 5.6 45 0.6 5.5
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Considerando el disolvente mas favorable, tolueno, se encuentra que
el complejo mas estable es HVA-TFMAA, t1, con una energia de
estabilizacion de 17.1 kcal/mol, seguido del complejo HVA-MAA (12.5
kcal/mol).

Por tanto, los calculos tedricos realizados en este trabajo indican que
el mondmero funcional optimo que da lugar a interacciones mas fuertes

con la molécula molde HVA es el TFMAA.

4.2.7.- Interacciones 1-2

Hasta este momento se han considerado interacciones 1-1 entre la
molécula molde y los mondmeros funcionales estudiados. Otra situacion
que podria presentarse en el sistema real es que dos moléculas de un
mismo mdnomero interaccionasen con una molécula de HVA. Esto seria
muy deseable, puesto que de esta forma el receptor final tendria dos
puntos de anclaje, lo que favoreceria la selectividad. Para explorar esta
posibilidad, se realizd una busqueda conformacional incluyendo tres
moléculas en cada complejo, dos de mondmero y una de molde. Los
complejos mas estables localizados para TFMAA, MA, MAA y VPY se

muestran en la figura 4.14.
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Figura 4.14.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables
formados por una molécula de HVA y dos moléculas de mondmero
funcional TFMAA (t1-2), MA (ma1-2), MAA (m1-2) y VPY (v1-2).

Al igual que para las interacciones 1.1, se procedié a realizar los

estudios que se detallan a continuacion.
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A. Energias electronicas de estabilizacion

En la tabla 4.18 se recogen las energias absolutas y relativas de los

complejos t1-2, mal-2, m1-2yv1-2.

Tabla 4.18.- Energias electrénicas de los complejos HVA-2TFMAA, HVA-

2MA, HVA-2MAA y HVA-2VPY mas estables.

Estructuras Energia electronica|Energia de punto| A(Ee+ZPVE)
absoluta (u.a.) | cero (kcal/mol) | (kcal/mol)
HVA+2TFMAA -1858.8490 205.3 0.0
t1-2 -1858.9023 207.3 -31.5
HVA+2MA -1223.4826 249.1 0.0
mal-2 -1223.5178 251.6 -19.6
HVA+2MAA -1263.2365 234.2 0.0
ml-2 -1263.2750 236.3 -22.1
HVA+2VPY -1301.6169 267.0 0.0
vi-2 -1301.6426 268.6 -14.6

Los complejos optimizados muestran que las dos moléculas de
monodmero interaccionan simultaneamente con la molécula molde, pero no
interaccionan entre si. Todos los complejos recogidos en la tabla son
resultado de la combinacion de los complejos 1-1 mas estables que
implican sitios de unién compatibles. t1-2 es la combinacién de los
complejos t1 y t3 (figura 4.3), y ocurre de forma analoga para el resto de

monomeros.

Se observa que las energias de estabilizacién de los complejos con
dos moléculas de mondmero son aproximadamente la suma de las
energias de los complejos 1-1 que los describen. Siguiendo esta pauta y

con una estabilizacion menor, podrian formarse otros complejos 1-2 cuya
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geometria seria la combinacién de dos complejos 1-1 que impliquen
distinto grupo funcional en el HVA y cuya energia electrénica de
estabilizacion podria obtenerse aproximadamente por adicion de las

energias individuales de cada complejo.

B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en
fase gas

El estudio termodindmico estadistico realizado para los complejos
t1-2, mal-2, m1-2 y v1-2 condujo a los resultados de la tabla 4.19
para la fase gas.

Tabla 4.19.- AH, TAS y AG en fase gas de los complejos t1-2, mal-2,
ml-2yvi-2,

Estructuras AH TAS AG(gas)

(kcal/mol) (kcal/mol) kcal/mol
HVA+2TFMAA 0.0 0.0 0.0
t1-2 -30.8 -21.0 -9.8
HVA+2MA 0.0 0.0 0.0
mal-2 -19.2 -21.4 2.2
HVA+2MAA 0.0 0.0 0.0
m1-2 -21.5 -21.3 -0.2
HVA+2VPY 0.0 0.0 0.0
vi-2 -13.5 -19.2 5.8

La variacién de energia de Gibbs en fase gas indica que t1-2 vy
m1-2 se formarian espontaneamente en fase gas, mientras mal-2 y

v1-2 no se formarian.
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C. Influencia del disolvente en la estabilizacion de los

complejos 1-2

Las energias relativas de estabilizacion de los complejos 1-2 respecto
de las moléculas separadas en los disolventes estudiados se recogen en la
tabla 4.20.

Tabla 4.20.- Energias de Gibbs de estabilizacién de los complejos HVA-
2TFMAA, HVA-2MA, HVA-2MAA y HVA-2VPY mas estables en

disolventes tolueno, cloroformo, acetonitrilo, diclorometano, agua y

los

DMSO.

AG AG AG AG AG AG
Estructuras| Tolueno Clorof Aceto Dicloro Agua DMSO
(kcal/mol)|(kcal/mol)/(kcal/ mol)|(kcal/mol)/(kcal/ mol)(kcal/mol)
|00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
t1-2 -31.5 -23.7 -22.7 -21.4 -7.4 -20.7
HVA+2MA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
mal-2 -14.9 -13.1 -12.8 -11.2 -5.4 -10.5
HVA+2MAA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
ml-2 -16.5 -14.3 -13.2 -12.0 -1.7 -11.3
HVA+2VPY 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
vi-2 -10.6 -9.6 -9.9 -8.1 -4.4 -8.0

A la vista de los resultados obtenidos en la tabla 4.20, los disolventes

estudiados favorecen la formacién de los complejos 1-2. En todos los

casos el disolvente que produce una mayor estabilizacion es el tolueno.

Con los mondmeros acidos y 2-metacrilamida la energia de

estabilizacion que producen los distintos disolventes sigue la tendencia:

70



Desarrollo de un método computacional para el disefio de un MIP para HVA

tolueno>cloroformo>acetonitrilo>diclorometano>dimetilsulfoxido>agua

Y con el mondmero basico, 4-vinilpiridina:

tolueno>acetonitrilo>cloroformo>diclorometano>dimetilsulfoxido>agua

Es de resaltar ademas, que en contra de lo que cabria esperar
basandose en la mera intuicidn quimica, los mondmeros acidos como
TFMAA (seguido de MAA) producen una estabilizacion mayor que un
mondmero basico como VPY en su interaccion con una molécula molde de
caracter acido, como el HVA. Esto parece indicar que la formaciéon de
puentes de hidrogeno es en este caso la interaccion predominante en la

formacion del aducto de prepolimerizacion.

4.2.8.- Interacciones HVA-EGDMA

Experimentalmente el polimero impreso se forma con la participacion
de la molécula molde, el mondmero funcional, el disolvente porogénico y
un exceso de entrecruzador. Seria interesante saber desde el punto de
vista tedrico cual es la energia de interaccién entre la molécula molde y
una molécula del entrecruzador etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) para
saber si este Ultimo compite con los mondmeros por los sitios de unidn de

la molécula molde.
Se han localizado tres complejos formados por una molécula de HVA

y otra de EGDMA cuyas geometrias optimizadas se muestran en la figura
4.15.
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Figura 4.15.- Geometrias optimizadas de los complejos HVA-EGDMA

localizados.

A. Energias electronicas de estabilizacion

La tabla 4.21 recoge las energias electronicas de estabilizacidn de los
tres complejos HVA-EGDMA localizados corregidas con la energia de punto

cero.
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Tabla 4.21.- Energias electrénicas de los complejos HVA-EGDMA mas

estables.
Estructuras Energia electrénica | Energia de punto | A(Ee+ZPVE)
absoluta (u.a.) cero (kcal/mol) (kcal/mol)
HVA -650.0744 113.9
EGDMA -690.5808 143.6
HVA+EGDMA -1340.6552 257.5 0.0
el -1340.6675 258.6 -6.7
e2 -1340.6651 258.7 -5.1
e3 -1340.6604 258.5 -2.3

En el complejo mas estable, el, ambas moléculas interaccionan
mediante el hidrogeno acido del HVA y uno de los oxigenos carbonilicos
del EGDMA, quedando el resto carbonado del entrecruzador alejado del
HVA. En el complejo e2, el puente de hidrégeno se establece entre los
mismos atomos, pero ahora el entrecruzador tiene su resto carbonado
préximo al HVA.

La energia electronica de estabilizacién del complejo HVA-EGDMA mas
estable, 6.7 kcal/mol, es inferior a la de los complejos t1, mal, m1ly v1,
por lo que se puede deducir que el grupo acido del HVA interaccionara
preferentemente con cualquiera de los mondémeros considerados en este
trabajo antes que con el EGDMA. Por otra parte, la energia de
estabilizacion de e3 (2.3 kcal/mol) debe compararse con la de t3 y t6
para el caso del TFMAA (12.1 y 11.3 kcal/mol), ma3 y maé6 para el caso
del MA (6.0 y 7.4 kcal/mol), m3 y m6 para el caso del MAA (7.0 y 6.0
kcal/mol, respectivamente) y con la de v2 para el caso de VPY (5.0
kcal/mol), por ser los complejos en los que el HVA interacciona a través
del grupo hidroxilo. En los tres casos la estabilizacién producida por los

monodmeros funcionales es superior a la que ocasiona el entrecruzador.
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B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en
fase gas

El estudio termodinamico estadistico realizado para los complejos

HVA-EGDMA condujo a los resultados de la tabla 4.22 para la fase gas.

Tabla 4.22.- AH, TAS y AG en fase gas de los complejos HVA-EGDMA.

AH T.AS AG(gas)
Estructuras
(kcal/mol) | (kcal/mol) |(kcal/mol)
HVA+EGDMA 0.0 0.0 0.0
el -6.2 -9.1 2.9
e2 -4.7 -12.4 7.7
e3 -1.8 -12.2 10.3

Una vez mas, la importante desestabilizacion producida por la

entropia hace que ninguno de los complejos se forme espontaneamente

en fase gas.

C. Influencia de los disolventes en la estabilizacion de los
complejos HVA y EGDMA

En la tabla 4.23 se presentan las energias de Gibbs de estabilizacion

en tolueno, cloroformo y acetonitrilo de los complejos HVA-EGDMA.
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Tabla 4.23.- Energias de Gibbs de estabilizacién de los complejos HVA-

EGDMA en los disolventes tolueno, cloroformo y acetonitrilo.

AG AG AG
Estructuras | Cloroformo| Tolueno |Acetonitrilo
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)

HVA+EGDMA 0.0 0.0 0.0
el -4.1 -4.9 -4.3
e2 4.0 4.2 3.7
e3 1.4 0.9 1.4

A la vista de los resultados obtenidos, Unicamente la formacién del
complejo el seria espontanea en los tres disolventes considerados. El
tolueno es el disolvente que mas estabiliza este complejo (4.9 kcal/mol),
pero siempre menos que a t1 (17.1 kcal/mol), m1 (12.5 kcal/mol), mal
(11.7 kcal/mol), y a v1 (6.6 kcal/mol). Asi, el HVA interaccionara
preferentemente con cualquiera de los monémeros en lugar de hacerlo
con el EGDMA.

4.2.9.- Energia de interaccion entre monomero funcional,
molécula molde y disolvente. Aplicacion a la seleccion

del disolvente de lavado y de incubacion.

El polimero impreso sintetizado de acuerdo con las predicciones
tedricas basadas en el calculo computacional serd utilizado como elemento

de reconocimiento en un sensor voltamétrico.

El protocolo de trabajo implica realizar la extraccidn inicial de la
molécula molde en un disolvente adecuado, continuando después con una
etapa de incubacion en la que el analito se fije de manera selectiva al
receptor desde un medio apropiado. Por otro lado, la medida voltamétrica
requiere que el analito enlazado sea desalojado de los sitios de unién, de

manera que pueda difundir hacia la superficie electrédica donde se realiza
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el intercambio de electrones que permite su deteccion. Es necesario, por
tanto, una cuidadosa optimizacion del medio de medida. Por tanto, para
realizar la extraccion o la medida, el disolvente empleado debe tener
afinidad, bien sea por la molécula molde, o bien por el mondmero
funcional, de forma que su interaccién compita con la interaccion molécula
molde-mondmero funcional del sitio de union. Sin embargo, para enlazar
la molécula molde al sitio de unién se requiere lo contrario, es decir, que
el disolvente no compita con la interaccidn anteriormente citada y
favorecer la unién deseada. En consecuencia, como disolvente de
incubacion seria apropiado usar el encontrado como 6ptimo en el proceso
de minimizacién de la energia de estabilizacion del aducto (tolueno en

este caso).

La seleccion de estos tres medios: lavado o extraccion, incubacién y
medida puede ser asistida por datos tedricos calculados mediante el
método computacional desarrollado. Para evaluar este efecto se estudia la
interaccion de HVA y TFMAA con seis especies quimicas como posibles
medios de operacidn: agua, acido acético, acetato, acido citrico, citrato y

metanol. Los resultados obtenidos se resumen en las tablas 4.24 y 4.25.

Tablas 4.24 y 4.25.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos

HVA-disolvente y TFMAA-disolvente en fase gas y en disolucion.

Estructuras AG gas (kcal/mol) AG agua (kcal/mol)
HVA-TFMAA -8.4 -6.9
HVA-Metanol +7.0 +16.9
HVA-Acético -3.4 -3.5
HVA-Acetato -19.0 +1.1
HVA-citrico -8.7 -3.7
HVA-citrato -2.3 +22.5

HVA-agua +2.5 +0.3
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Estructuras AG gas (kcal/mol) AG agua (kcal/mol)
HVA-TFMAA -8.4 -6.9
TFMAA-Metanol -3.6 -4.7
TFMAA-Acético -9.0 -6.5
TFMAA-Acetato -29.9 -13.0
TFMAA-citrico -7.8 -7.5
TFMAA-citrato -31.2 -14.3
TFMAA-agua -3.0 -5.8

Unicamente el 4cido acético y el &cido citrico forman un complejo
estable con el HVA en disolucién. Sin embargo, las energias de
estabilizacidon son en los dos casos inferiores al complejo HVA-TFMAA por
lo que dificilmente puede competir con el HVA por el sitio de unién al
polimero. Por otro lado, para el TFMAA, las energias de estabilizacion de
sus complejos con el acido acético, el acido citrico y sus bases conjugadas,
son superiores a las del complejo HVA-TFMAA, desplazando al HVA del
sitio de unién. Esto se traduce en que tedricamente estos cuatro
disolventes, o mejor aun, disoluciones reguladoras acido acético/acetato o
acido citrico/citrato serian los medios éptimos para el lavado del MIP y
para la medida voltamperométrica en disolucién.

El lavado, aunque tedricamente podria realizarse en el mismo medio
acuoso, en la practica, requiere de un elevado porcentaje de disolvente
organico, por un lado, para evitar la deshidratacion y el resquebrajamiento
de la membrana polimérica y favorecer la humectabilidad de este material
altamente hidrofébico, y por otro, para disolver los productos de oxidacion
del HVA.
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4.3.- Predicciones tedricas de reactividad cruzada

El estudio de la reactividad cruzada con compuestos de estructura
similar a la de la molécula molde permite identificar el tipo de
interacciones que dan lugar al reenlace.

El método computacional desarrollado en este trabajo permite
también realizar el calculo de las energias de estabilizacion de los aductos
formados por el mejor mondmero funcional encontrado y los analogos
estructurales seleccionados para estudiar de forma tedrica la naturaleza
de la interaccién en el medio de incubacion dptimo (tolueno). De esta
manera, se podrian utilizar estas energias de interaccion para predecir el
grado de reactividad cruzada si dichos compuestos estan presentes en la
matriz de la muestra. Se han seleccionado para este estudio tanto
analogos estructurales con caracter acido como compuestos con funciones
nitrogenadas (de caracter basico). El procedimiento de calculo de la
energia es el mismo que se ha seguido para la prediccién del mejor

monomero funcional (seccion 4.2).

4.3.1.- Reactividad cruzada con analogos estructurales de
caracter acido

Se han modelizado los posibles complejos que puede formar el
TFMAA con analogos estructurales al HVA de caracter acido, como el acido
3-hidroxi-4-metoxifenilacético o acido isohomovanillico (IHVA), acido 4-
hidroxi-3-metoximandélico o acido vanillimandélico (VMA), acido 3-
hidroxi-4-metoximandélico o acido isovanilliimandélico (IVMA), 4-hidroxi-3-
metoxifeniletanol o alcohol homovanillico (MHPE) y acido indolacético

(IAA). Sus estructuras se presentan a continuacién en la figura 4.16.

78



Desarrollo de un método computacional para el disefio de un MIP para HVA

O (@) O 0)
HO HO
OH OH OH y OH
OCH; OH OCH3 OH
OH OCHj, OH OCHs
HVA IHVA VMA IVMA
OH
OH
O

OCH,

OH

MHPE IAA

Figura 4.16.- Estructuras de las moléculas de prueba de caracter acido

para la evaluacion de la interaccién con el monémero funcional.

Cabe destacar que Unicamente IVMA es un compuesto exdgeno, por
lo que no se espera que esté presente en la matriz de las muestras de
orina. IHVA, VMA, MHPE son especies enddgenas, pertenecientes igual
que el HVA a la familia de los metabolitos de catecolaminas. Por ultimo,
IAA es un metabolito de la serotonina, y como las moléculas anteriores,
también enddgeno. Esta consideracién es importante tenerla en cuenta

cuando se estudie la respuesta del sensor en orina.
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Para realizar una primera aproximacion a la caracterizacion DFT de la
selectividad del polimero, se calculd la estabilidad de los complejos 1-1
entre el mondmero TFMAA vy las moléculas anteriores. Se introdujo como

disolvente el tolueno, que resultd ser el mas favorable para HVA.

4.3.1.1.- Interacciones 1-1

Las geometrias de los complejos 1-1 mas estables entre TFMAA vy las

moléculas de prueba anteriores se presentan en la figura 4.17.
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Figura 4.17.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables
formados por una molécula de mondmero funcional TFMAA y una
molécula de HVA, THVA, VMA, IVMA, MHPE e IAA, respectivamente.

A. Energias electronicas de estabilizacion

En la tabla 4.26 se recogen las energias absolutas y relativas de los

complejos 1-1 TFMAA-molécula interferente.

Tabla 4.26.- Energias electronicas de los complejos 1-1 TFMAA-molécula

de prueba mas estables.

Energia Energia de
i A(Ee+ZPVE)
Estructuras electrénica punto cero
(kcal/mol)

absoluta (u.a.) (kcal/mol)
TFMAA-HVA -1254.4950 160.7 -19.8
TFMAA-IHVA -1254.4944 160.6 -20.0
TFMAA-VMA -1329.7320 163.3 -20.1
TFMAA-IVMA -1329.7314 163.3 -20.1
TFMAA-MHPE -1180.4162 172.3 -13.7
TFMAA-IAA -1196.2926 155.7 -19.9
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Los complejos TFMAA-IHVA, TFMAA-VMA, TFMAA-IVMA y TFMAA-
IAA poseen una energia electronica relativa de 20.0, 20.1 y 19.9 kcal/mol,
respectivamente, ligeramente superior a las 19.8 kcal/mol del complejo
TFMAA-HVA. Como cabria esperar, los cuatro complejos poseen energias
electrénicas similares debido a que forman un doble puente de hidrdgeno

entre los grupos acido de ambas moléculas.

En cuanto al complejo TFMAA-MHPE, posee una energia electrdnica
relativa de 13.7 kcal/mol, muy inferior a la de los complejos discutidos
anteriormente. Esto es debido a que el MHPE solo podria formar un
puente de hidrogeno con el mondmero funcional, a diferencia de los
complejos anteriores, ya que en su estructura tiene un hidroxilo en lugar

de un grupo carboxilo terminal.

B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en

fase gas
El estudio termodinamico estadistico realizado para los complejos 1-1

anteriores condujo a los resultados de la tabla 4.27 para la fase gas.

Tabla 4.27.- AH, TAS y AG de los complejos 1-1 TFMAA-molécula de

prueba mas estables en fase gas.
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AH TAS AG gas
Estructuras
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)

TFMAA-HVA -19.6 -11.2 -8.4
TFMAA-IHVA -19.8 -11.4 -8.3
TFMAA-VMA -19.7 -11.3 -8.4
TFMAA-IVMA -19.9 -11.3 -8.7
TFMAA-MHPE -13.5 -10.1 -3.4

TFMAA-IAA -15.7 -11.8 -8.2
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Una de las observaciones que puede realizarse es que las entalpias
relativas tienen valores proximos a las energias electronicas relativas, lo
cual indica que éstas Ultimas son las que mas contribuyen a la variacion
de la entalpia. El factor entrdpico es siempre desfavorable debido a que la
entropia de los complejos es, en todos los casos, inferior al de las
moléculas que lo componen de forma separada. Esto sin embargo, no
impide el que se formen espontaneamente todos los complejos citados en

fase gas.

C. Influencia del disolvente en la estabilizacion de los

complejos 1-1
Las energias de Gibbs de estabilizacion para los complejos

mondmero-molécula huésped en tolueno se detallan en la tabla 4.28.

Tabla 4.28.- Energias de Gibbs de estabilizacién de los complejos 1-1

TFMAA-molécula de prueba mas estables en tolueno.

Estructuras AG tolueno

(kcal/mol)
TFMAA-HVA -17.1
TFMAA-IHVA -16.8
TFMAA-VMA -17.1
TFMAA-IVMA -17.3
TFMAA-MHPE -7.0
TFMAA-IAA -17.2
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El tolueno, disolvente mas favorable a lo largo de todo el estudio,
aumenta la estabilidad de todos los complejos respecto de la fase gas,
conduciendo a una estabilidad similar para los complejos con HVA, IHVA,
VMA, IVMA e IAA. Al igual que ocurria para la fase gas, el complejo
TFMAA-MHPE en tolueno es visiblemente mas desfavorable comparado

con los tres complejos anteriores.

A modo de resumen se podria concluir que tanto VMA como IVMA,
IHVA e IAA forman complejos 1-1 de estabilidad similar al HVA tanto en
fase gas como en disolucién, lo que implica que interferiran fuertemente
en la determinacion del HVA en estas condiciones de operacion. Sin
embargo, también se puede observar que el MHPE forma complejos poco
estables con el mondmero funcional. La explicacion que puede darse a
este hecho es que el MHPE se diferencia del resto de moléculas
ensayadas, y en concreto del HVA, en la presencia de un grupo hidroxilo
en lugar de grupo carboxilo terminal. Esto hace que el MHPE forme un
solo puente de hidrégeno con el mondmero funcional en lugar del doble

puente que forman los complejos anteriores.

A la vista de estos resultados tedricos, la sustitucion del grupo acido
del HVA por un grupo hidroxilo modifica drasticamente la estabilidad de
los complejos formados o, dicho de otro modo, la formacién del doble
puente de hidrogeno entre el mondmero funcional y la molécula de

prueba es la interaccién que domina el enlace.

4.3.1.2.- Interacciones 1-2

Las geometrias de los complejos 1-2 mas estables entre TFMAA vy las

moléculas de prueba anteriores se muestran en la figura 4.18.
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Figura 4.18.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables

formados por dos moléculas de mondémero funcional TFMAA y una
molécula de HVA, THVA, VMA, IVMA, MHPE e IAA, respectivamente.

85



Desarrollo de un método computacional para el disefio de un MIP para HVA

A. Energias electronicas de estabilizacion

En la tabla 4.29 se recogen las energias absolutas y relativas de los

complejos 1-2 molécula de prueba-TFMAA.

Tabla 4.29.- Energias electrénicas de los complejos 1-2 molécula de

prueba-TFMAA mas estables.

Energia Energia de
) A(Ee+ZPVE)
Estructuras electrénica punto cero
(kcal/mol)
absoluta (u.a.) (kcal/mol)
HVA-2TFMAA -1858.9023 207.3 -31.5
IHVA-2TFMAA -1858.9016 207.2 -31.6
VMA-2TFMAA -1934.1395 209.8 -32.0
IVMA-2TFMAA -1934.1394 209.8 -32.4
MHPE-2TFMAA -1784.8242 219.1 -25.7
IAA-2TFMAA -1800.6957 202.3 -29.0

De forma analoga a los complejos 1-1, MHPE es la molécula que
forma complejos menos favorables con TFMAA. De nuevo, IHVA, VMA,

IVMA e IAA conducen a complejos de estabilidades similares al HVA.

B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en

fase gas

El estudio termodinamico estadistico realizado para los complejos 1-2

anteriores condujo a los resultados de la tabla 4.30 para la fase gas.
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Tabla 4.30.- AH, TAS y AG de los complejos 1-2 molécula de prueba-

TFMAA mas estables en fase gas.

AH TAS AG gas
Estructuras
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)
HVA-2TFMAA -30.8 -21.0 -9.8
IHVA-2TFMAA -30.9 -20.0 -10.9
VMA-2TFMAA -31.1 -21.4 -9.7
IVMA-2TFMAA -31.7 -21.7 -10.0
MHPE-2TFMAA -25.3 -24.6 -0.7
IAA-2TFMAA -28.3 -20.6 -7.7

Como en apartados precedentes, el factor entropico es siempre
desfavorable debido a que la entropia de los complejos es inferior al de las
moléculas que lo componen de forma separada. Sin embargo, en este
caso, la importante desestabilizacion producida por la entropia no impide
el que se formen espontaneamente todos los complejos citados en fase

gas.

C. Influencia del disolvente en la estabilizacion de los

complejos 1-2

Las energias de Gibbs de estabilizacién para los complejos 1-2

molécula de prueba-TFMAA en tolueno se muestran en la tabla 4.31.
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Tabla 4.31.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos 1-2

molécula de prueba-TFMAA mas estables en tolueno.

AG tolueno
Estructuras
(kcal/mol)
HVA-2TFMAA -31.4
IHVA-2TFMAA -41.3
VMA-2TFMAA -31.7
IVMA-2TFMAA -31.4
MHPE-2TFMAA -14.9
IAA-2TFMAA -38.9

Nuevamente, el tolueno es el disolvente mas favorable a lo largo de
todo el estudio, aumentando la estabilidad de todos los complejos
respecto de la fase gas y conduciendo a una estabilidad similar para los
complejos con VMA, IVMA y HVA. Los complejos mas estables son los
constituidos por IAA e IHVA, ya que forman con los monomeros
funcionales dos puentes de hidrégeno dobles, al igual que ocurre con
HVA. El complejo con MHPE continda siendo el mas desfavorable en
tolueno, en aproximadamente unas 16 kcal/mol. Esto pone de manifiesto
la mayor estabilidad de los complejos formados a través del doble puente
de hidrégeno de los grupos carboxilo de ambas moléculas, en mayor
medida que la interaccidn a través de los grupos metdxido e hidroxilo en

posiciones 3 y 4 respectivamente.

4.3.2.- Reactividad cruzada con compuestos de caracter basico

En el estudio anterior se analizd la interaccion con moléculas
estructuralmente muy semejantes a la molécula molde. Puesto que el

acido homovanillico se determina fundamentalmente en orina, se
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realizaron calculos con otros compuestos presentes en la matriz que
puedan interferir potencialmente en su determinacion en este medio:
dopamina (D), epinefrina (E), norepinefrina (NE), metanefrina (M) y
normetanefrina (NM). Sus estructuras junto con la del HVA se presentan
en la figura 4.19.

0
HO_ . P HO_ |
OH
OCH; OH OH OH
OH OH OH OH
HVA Dopamina (D) Epinefrina (E) Norepinefrina (NE)
HO - HO
OCH3 OCH3
OH OH

Metanefrina (M) Normetanefrina (NM)

Figura 4.19.- Estructuras de moléculas de caracter basico potencialmente
interferentes del HVA.

89



Desarrollo de un método computacional para el disefio de un MIP para HVA

4.3.2.1.- Interacciones 1-1

Las geometrias de los complejos 1-1 mas estables entre TFMAA vy las

moléculas anteriores se muestran en la figura 4.20.
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Figura 4.20.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables
formados por una molécula de mondmero funcional TFMAA y una
molécula de dopamina, epinefrina, norepinefrina, metanefrina vy

normetanefrina, respectivamente.
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A. Energias electronicas de estabilizacion

En la tabla 4.32 se recogen las energias absolutas y relativas de los

complejos 1-1 TFMAA-molécula interferente.

Tabla 4.32.- Energias electronicas de los complejos 1-1 TFMAA-molécula

interferente mas estables.

Energia Energia de
i A(Ee+ZPVE)

Estructuras electrénica punto cero
(kcal/mol)

absoluta (u.a.) | (kcal/mol)

TFMAA-HVA -1254.4950 160.7 -19.8
TFMAA-D -1121.2386 162.2 -16.4
TFMAA-E -1235.7976 182.6 -19.0

TFMAA-NE -1196.0794 164.6 -16.6
TFMAA-M -1275.1023 200.3 -16.8
TFMAA-NM -1235.7858 183.1 -14.2

El complejo TFMAA-E tiene una energia electrénica elevada (19
kcal/mol) ya que, al igual que el HVA, forma un doble puente de
hidrégeno entre el grupo hidroxilo de la molécula de epinefrina y el grupo
acido del TFMAA. El resto de los complejos poseen una energia electrdnica
relativa muy inferior ya que Unicamente pueden formar un puente de

hidrégeno.

B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en

fase gas

El estudio termodinamico estadistico realizado para los complejos 1-1

anteriores condujo a los siguientes resultados para la fase gas.
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Tabla 4.33.- AH, TAS y AG de los complejos 1-1 TFMAA-molécula

interferente mas estables en fase gas.

AH TAS AG gas
Estructuras
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)

TFMAA-HVA -19.6 -11.2 -8.4

TFMAA-D -16.4 -12.1 -4.4

TFMAA-E -19.0 -12.3 -6.7
TFMAA-NE -16.3 -9.2 -7.1
TFMAA-M -16.4 -9.8 -6.6
TFMAA-NM -14.0 -10.0 -3.9

A la vista de los resultados, y aunque todos los complejos 1-1
estudiados se formarian espontaneamente en fase gas, ninguno de ellos

podria competir con el HVA por los sitios de unién al TFMAA.

C. Influencia del disolvente en la estabilizacion de los

complejos 1-1

Las energias de Gibbs de estabilizacion para los complejos

monomero-molécula interferente en tolueno se resumen en la tabla 4.34.
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Tabla 4.34.- Energias de Gibbs de estabilizacién de los complejos 1-1

TFMAA-molécula interferente mas estables en tolueno.

Estructuras AG tolueno

(kcal/mol)
TFMAA-HVA 171
TFMAA-D 13.0
TFMAA-E 154
TFMAA-NE -14.9
TFMAA-M 113
TFMAA-NM 115

El tolueno, disolvente mas favorable a lo largo de todo el estudio,
aumenta la estabilidad de los complejos respecto de la fase gas,

conduciendo a aductos de estabilidad ligeramente inferior que con HVA.

4.3.2.2.- Interacciones 1-2

Las geometrias de los complejos 1-2 molécula interferente-TFMAA

mas estables se presentan en la figura 4.21.
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Figura 4.21.- Geometrias optimizadas de los complejos mas estables
formados por dos moléculas de mondmero funcional TFMAA y una
molécula de dopamina, epinefrina, norepinefrina, metanefrina vy

normetanefrina, respectivamente.

A. Energias electronicas de estabilizacion

En la tabla 4.35 se recogen las energias absolutas y relativas de los

complejos 1-2 molécula interferente-TFMAA.
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Tabla 4.35.- Energias electronicas de los complejos 1-2 molécula

interferente-TFMAA mas estables.

Energia E iad Ee+ZPVE
Estructuras electrénica nergia de punto | A(Ee+ )
cero (kcal/mol) (kcal/mol)
absoluta (u.a.)

HVA-2TFMAA -1858.3048 207.2972 -31.5
D-2TFMAA -1725.6462 209.0118 -28.1
E-2TFMAA -1840.2095 229.2396 -33.5

NE-2TFMAA -1800.8890 211.7762 -29.2
M-2TFMAA -1879.5093 247.0807 -28.2
NM-2TFMAA -1840.1934 229.7764 -26.0

Fijandonos exclusivamente en la energia de estabilizacion electrdnica,
Unicamente el complejo E-2TFMAA posee una energia electronica relativa
superior al complejo formado con HVA, ya que en este caso se forma por
un lado, un doble puente de hidrégeno entre el grupo acido de un TFMAA
y los grupos hidroxilo de la epinefrina, y por otro, un puente de hidrégeno
sencillo entre el atomo de hidrogeno de la otra molécula de TFMAA vy el
atomo de nitrégeno del grupo amino de la epinefrina, una conformacion
similar a la obtenida con HVA. El resto de moléculas estudiadas presentan
igualmente un doble puente de hidrégeno y un puente de hidrogeno
sencillo entre los grupos funcionales de la molécula y los mondémeros
funcionales, sin embargo forman complejos ligeramente menos estables

en fase gas.
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B. Entalpia, entropia y energia de Gibbs de estabilizacion en

fase gas

El estudio termodinamico estadistico realizado para los complejos 1-2

anteriores condujo a los resultados de la tabla 4.36 para la fase gas.

Tabla 4.36.- AH, TAS y AG de los complejos 1-2 molécula interferente-

TFMAA mas estables en fase gas.

AH TAS AG gas
Estructuras
(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)
HVA-2TFMAA -30.8 -21.0 -9.8
DOPA-2TFMAA -27.7 -23.1 -4.6
EPI-2TFMAA -33.1 -22.3 -10.8
NOREPI-2TFMAA -28.8 -22.0 -6.8
META-2TFMAA -27.4 -20.2 -7.1
NORMETA-2TFMAA -25.3 -20.3 -5.0

Aunque todos los complejos 1-2 estudiados se formarian
espontaneamente en fase gas, Unicamente la epinefrina podria competir

de manera significativa con el HVA por los sitios de unién al TFMAA.

C. Influencia del disolvente en la estabilizacion de los

complejos 1-2

Las energias de Gibbs de estabilizacion para los complejos
monomero-molécula potencialmente interferente en tolueno se detallan en
la tabla 4.37.
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Tabla 4.37.- Energias de Gibbs de estabilizacion de los complejos 1-2

molécula interferente-TFMAA mas estables en tolueno.

AG tolueno
Estructuras
(kcal/mol)
HVA-2TFMAA -31.5
DOPA-2TFMAA -38.3
EPI-2TFMAA -44.9
NOREPI-2TFMAA -45.2
META-2TFMAA- -41.6
NORMETA-2TFMAA -37.0

El tolueno, disolvente mas favorable a lo largo de todo el estudio,
aumenta la estabilidad de todos los complejos respecto de la fase gas
conduciendo a una estabilidad superior para todas las moléculas

estudiadas, particularmente elevada para epinefrina y norepinefrina.

A modo de conclusién, tanto VMA, IVMA, IHVA e IAA que
estudiamos con anterioridad, como el resto de metabolitos analizados
anteriormente compiten con el HVA por el sitio de union al polimero en

tolueno.
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Capitulo 5

Instrumentacion, reactivos y
procedimientos experimentales

5.1.- Instrumentacion

Las técnicas voltamétricas empleadas fueron: voltametria diferencial
de pulso (DPV), voltametria ciclica (CV) y amperometria. Se desarrollaron
empleando un potenciostato p-Autolab II (Eco CHEMIE, B. V. Utrech, The
Netherlands), con un montaje potenciostatico convencional de tres

electrodos.
5.1.1.- Electrodos de trabajo

Electrodo de carbono vitrificado (GCE): Para la construccion de
sensores basados en polimeros molecularmente impresos se empled un
electrodo de carbono vitrificado de 3 mm de diametro Metrohm
(Gomensoro S.A, Madrid), modificado con una fina pelicula de polimero
acrilico molecularmente impreso para HVA. La preparacidon se describe en

el apartado 5.3.4.
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Electrodo de pasta de carbono: En el estudio de la capacidad de
enlace de los MIPs mediante ensayos de union se utilizd un electrodo de
pasta de carbono de 3 mm de diametro disefiado en nuestro laboratorio
con cuerpo de tefldn y contacto tipo piston de acero inoxidable. Con este
electrodo de fabricacidon manual se llevaron a cabo todas las medidas

voltamétricas.

Composicion de la pasta de carbono: Se empled una pasta de carbono y

parafina, formada por la mezcla intima de 5 g de grafito (Ultra Carbon) y

1.8 mL de aceite de parafina (Fluka).

Electrodo auxiliar: Se usé un alambre de platino de 15 mm de longitud

y 1 mm de diametro.

Electrodo de referencia: Se empled un electrodo de plata / cloruro de
plata en disolucién saturada de cloruro potasico, por tanto, todos los
potenciales que aparecen en este trabajo estan referidos a dicho

electrodo.

5.1.2.- Instrumentacion utilizada en la preparacion de sensores

voltameétricos basados en MIPs

Para realizar la polimerizacion se empled una camara estanca
disefada en el laboratorio (ver figura 5.1) que consta de una entrada y
salida de nitrdgeno para que la polimerizacidon se realice en ausencia de
oxigeno y un encamisado de acero inoxidable conectado a un criostato de
circulacién Selecta “Frigiterm—30" que permite mantener la mezcla de
polimerizacion a una temperatura inferior a 4°C (la temperatura de trabajo
fue de 2.1°C). El disefio se completa con un rotor de velocidad controlada
con entrada a la camara termostatizada y sobre el que se situa un

electrodo de carbono \vitrificado. Una alicuota de la mezcla de
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prepolimerizacion se deposita sobre la superficie del electrodo y tras un
breve tiempo de exposicién a radiacion ultravioleta (UV) -previamente
optimizado- se aplica una velocidad de rotacién de 3000 rpm durante 5
segundos. El exceso de mezcla precursora de la polimerizacion se elimina,
dejando una capa fina sobre la que se continda la polimerizacion
fotoquimica durante 30 minutos con una lampara UV (Vilmer Lourmat, VL-

115 BL) de un maximo de longitud de onda de 365 nm.

(b)

Salida

Figura 5.1.- (@) Imagen de la camara de polimerizacion con el criostato y

el rotor de velocidad controlada; (b) vista superior del dispositivo utilizado.

Para llevar a cabo el lavado e incubacién del polimero en ensayos de
union se utilizaron un agitador basculante Selecta “Movil-Tub” Ref.
7000913 y una centrifuga P Selecta CENCOM.

La evaporacion a sequedad de los extractos de orina se realizd con

un termostato de bloque metalico Tembloc Selecta.

La determinacion de areas superficiales, coeficientes de difusion y
permeabilidades para electrodos sin modificar o modificados con polimero
molecularmente impreso (MIPE) y con polimero no impreso (NIPE) se

realizd con un electrodo de carbono vitrificado de 3 mm de diametro
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acoplado a un disco rotatorio Metrohm 628-10 con velocidad de rotacion
controlada desde 500 hasta 3000 rpm.

Estos experimentos requieren un estricto control de la temperatura,
por lo que las medidas electroquimicas se realizaron en una celda

termostatizada conectada a un termostato de circulacion HAAKE DCl1.

Para las medidas de espesor de las capas poliméricas se empled un
microscopio Optico automatizado Leica DMR-XA procedente de los
Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.

Previamente, es necesario despegar las membranas de polimero
adheridas sobre el electrodo de carbono vitrificado y embutirlas en una
mezcla de resina epoxi y endurecedor, transparente al microscopio 6ptico.
Una vez transcurridas 24 h de curado a temperatura ambiente, se
cortaron a la mitad de su didmetro con una sierra circular de control

numérico para su posterior analisis.

5.2.- Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron obtenidos comercialmente y
usados sin tratamiento previo. Las disoluciones se prepararon con agua
purificada mediante un sistema Milli-Q RG, (Millipore). La disolucién
reguladora fue de citrato/HCI 0.1 M de pH=1.10 preparada a partir de
citrato sddico (Merck) y acido clorhidrico 37% (Merck). Para desoxigenar o
evaporar a sequedad las disoluciones se hizo pasar corriente de nitrégeno,
(N2 N45, Air Liquide, Espana).

Los mondmeros funcionales: acido 2-trifluorometacrilico (TFMAA),
acido metacrilico (MAA), 2-metacrilamida (MA), 4-vinilpiridina (VPY); el
agente entrecruzante: etilenglicoldimetacrilato (EGDMA); el fotoiniciador:

2,2'-dimetoxi-2-fenilacetofenona (DPP); el iniciador térmico/fotoquimico:
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a,a—azoisobutironitrilo (AIBN); la molécula molde: acido 4-hidroxi-3-
metoxifenilacético o acido homovanillico (HVA); las moléculas analogas a
la molécula impresora que permitieron evaluar la selectividad del MIP:
acido 3-hidroxi-4-metoxifenilacético o acido isohomovanillico (IHVA), acido
4-hidroxi-3-metoximandélico o acido vanilliimandélico, (VMA), 4-hidroxi-3-
metoxifeniletanol o alcohol homovanillico (MHPE), acido 3-hidroxi-4-
metoximandélico o acido isovanilliimandélico, (IVMA); asi como el cloruro
de hexaaminrutenio (III) y el ferricianuro potasico empleados en el
estudio electroquimico de la permeabilidad de las capas poliméricas,
fueron suministrados por Sigma (Aldrich, Espafia). La resina epoxi y el
endurecedor empleados para embutir las capas de polimero fueron
proporcionados por Buehler (Biometa Tecnologia y Sistemas SAL, Espafia),
referencias EpoxiCure 20-8130 y 20-8132, respectivamente. Otros
reactivos generales como cloruro sddico 99.5%, cloruro amonico 99.5%,
hidréxido potasico 85% Yy acido fosforico 85% fueron facilitados por Sigma
(Aldrich, Espafia). Todos los reactivos quimicos fueron de grado analitico y

los disolventes de calidad HPLC (Fluka, Espafa).

5.3.- Procedimientos experimentales

5.3.1.- Preparacion de la superficie de los electrodos de trabajo

La superficie del electrodo de carbono vitrificado fue pulida con
alimina en un trapo de pulido metalografico, con sucesivo decrecimiento
de tamano de particula (1-0.3 pym) y las particulas sobrantes en la
superficie fueron eliminadas por tratamiento ultrasdnico en agua de
calidad Milli-Q. A continuacidn, el electrodo fue oxidado desde -0.250 a

+1.200 V vs. Ag/AgCl.
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Los electrodos de pasta de carbono se rellenaron con pasta nueva

tras cada experimento y se pulieron sobre un papel blanco.

5.3.2.- Preparacion de MiPs en pequeiia escala (mini-MIPs)

La confirmacion de las predicciones realizadas mediante calculos DFT
se realizd mediante la sintesis de polimeros acrilicos a escala reducida
(mini-MIPs)!%1% en forma de pastilla o pelicula de aproximadamente
50 mg adherida a las paredes del vial. El empleo de este formato a
pequena escala permite eliminar la etapa de molienda y tamizado, por lo
que es posible la evaluacion rapida de gran nimero de polimeros. En
particular, se pretende determinar con esta metodologia el mondmero
funcional, disolvente y procedimiento de polimerizacion mas adecuado.

Se investigaron tres monodmeros funcionales: acido metacrilico
(MAA), 2-metacrilamida (MA) y acido 2-trifluorometacrilico (TFMAA) en
dos disolventes porogénicos: tolueno, el disolvente éptimo segun los
calculos tedricos y diclorometano, uno de los disolventes menos
favorables. Asimismo se realiz6 también un estudio comparativo del efecto
del iniciador de la polimerizacién empleando DPP y AIBN en condiciones
térmicas y fotoquimicas.

El procedimiento de sintesis se detalla a continuacion.

Se prepararon dos disoluciones madre para sintetizar el polimero
impreso (MIP) y no impreso (NIP) a partir de 800 pl de EGDMA
(4.24 mmol), 30.8 mg de DPP / 20 mg de AIBN (120 pmol), y 1800 pl de
tolueno / diclorometano. Para sintetizar el MIP, a la mezcla anterior se le
adiciond 25.5 mg de HVA (140 pmol). A partir de estas disoluciones
madre, se tomaron 650 ul y se transfirieron a un vial con 210 pmol de

cada uno de los tres mondmeros estudiados MAA, MA y TFMAA. De esta
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disolucién, una vez homogeneizada y desgasificada 2 minutos con
nitrégeno, se tomaron 65 pl y se llevaron a viales de 2 mL previamente
desgasificados. Esta  disolucién  polimerizd  fotoquimicamente o
térmicamente (65°C), segun el caso, durante aproximadamente 2 horas.

La extraccion del HVA de la matriz polimérica se llevd a cabo
mediante lavado sucesivo con una mezcla de disolventes adecuada. En
este trabajo se empled una mezcla de acido acético/metanol 1:9 v/v, uno
de los disolventes de lavado mas utilizados'*1%,

Los polimeros de control o polimeros no impresos (NIPs) fueron
tratados del mismo modo para asegurar que los efectos observados se
deben al proceso de impresidon molecular y no al tratamiento posterior de
éstos. La deteccion del HVA en el sobrenadante se realizd mediante

voltametria diferencial de pulso, dando por concluida la etapa de lavado

cuando se dejé de observar sefial analitica.

Ensayos de union

Para evaluar las caracteristicas de reconocimiento molecular de los
polimeros acrilicos sintetizados se realizaron ensayos de unién en tolueno
y diclorometano adicionando HVA de concentracién 52 uM en la disolucion
de incubacidon. Las suspensiones de incubacion se mantuvieron en un
agitador basculante durante 24 horas y a continuacién se centrifugaron a
13000 rpm durante 15 minutos para analizar el liquido sobrenadante.

Como consecuencia de la utilizacion de disolventes organicos
inmiscibles con la reguladora utilizada como electrolito de fondo en la
determinacion voltamétrica, es necesario introducir una etapa previa de
evaporacion y reconstitucion. Asi, una vez realizada la incubacion vy

centrifugacion, se tomé una alicuota del sobrenadante y se evapord con
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nitrdgeno a sequedad. Posteriormente se reconstituyd en un volumen
conocido de la reguladora en la que se efectuaran las medidas
voltamétricas (citrato/HCl 0.1 M pH=1.10) y se realizd la cuantificacion de
la especie que permanece en el liguido de incubacion mediante
voltametria diferencial de pulso, con una amplitud de 50 mV y un tiempo
de repeticion de 0.5 segundos, barriendo en un intervalo de potencial
comprendido entre 0.6 y 0.9 V, y registrandose el pico de oxidacion del
HVA a 0.806 V. La cuantificacion se realizd utilizando una recta de

calibrado constituida con patrones puros de HVA.

5.3.3.- Preparacion de MIPs en forma de monolito

Una vez confirmados el mondmero funcional, disolvente vy
procedimiento de polimerizacion mas favorable a partir de estudios
realizados con mini-MIPs, se sintetizaron MIPs y NIPs en forma de
monolito en tolueno (disolvente dptimo segun calculos DFT) y acetonitrilo,
disolvente tedricamente poco favorable (secciones 4.2.6 y 4.2.7). El
objetivo de este estudio es evaluar las propiedades de enlace de MIPs y
NIPs a partir de sus isotermas de adsorcion y comparar sus capacidades

de reconocimiento.

A continuacion se expone el procedimiento de sintesis.

Se prepard una disolucion para MIP y NIP a partir de 21.2 mmol de
EGDMA, 600 pmol de iniciador DPP, 7 mL de tolueno/acetonitrilo y
4.2 mmol de mondmero funcional. Para sintetizar el MIP, a la disolucion
anterior se le adicioné 700 pmol de HVA. La mezcla de polimerizacion se
desgasificd con nitrégeno durante cinco minutos y fotopolimerizé durante

toda una noche. Tras la polimerizacion, el sdlido obtenido se molid
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manualmente utilizando un mortero de porcelana y se tamizd con un tamiz
analitico de 25 pm de luz de malla. La extraccién del HVA de la matriz
polimérica se llevd a cabo mediante lavado sucesivo con acido
acético/metanol 1:9 v/v, realizdndose la deteccion del HVA en el
sobrenadante mediante voltametria diferencial de pulso.

Para determinar la existencia de sangrado del polimero (liberacion
de pequenas cantidades de molécula molde residuales) en el disolvente de
incubacion (tolueno) se realizd previamente a la incubacién un lavado en
ese disolvente, comprobando que no se observaba sefial analitica. De
existir sangrado, los resultados que se obtendrian estarian falseados
porque parte del analito encontrado en el sobrenadante de incubacion
corresponderia al lavado del HVA en ese medio y no al ensayo
propiamente dicho. Una vez comprobado que esto ultimo no sucede, se

realizaron los ensayos de incubacion correspondientes.

Ensayos de union

De forma anadloga a los mini-MIPs, los ensayos de unidn para los
MIPs a escala normal se realizaron poniendo en contacto una determinada
cantidad de polimero acrilico con una disolucion de HVA de concentracion
fija en el disolvente de interés. La suspension de incubacion se mantuvo
en un agitador basculante durante 24 horas, se centrifugd, se evapord
una alicuota del sobrenadante con nitrdgeno a sequedad, y se
reconstituyd el extracto obtenido en la disolucidon reguladora de medida
(citrato/HCI 0.1 M pH=1.10). La cuantificacion del HVA se realizd

nuevamente mediante voltametria diferencial de pulso.
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5.3.4.- Preparacion de los electrodos modificados

Se utilizaron electrodos de carbono vitrificado de 3 mm de diametro
en cuerpo de 10 mm de didametro externo. La integracion del elemento de
reconocimiento molecular con el electrodo de carbono Vvitrificado que
actia como transductor se realizé a través de la creacidon de una pelicula
polimérica porosa sobre la superficie del electrodo siguiendo el

procedimiento que se detalla a continuacion.

Mezcla de prepolimerizacion

Se prepard una disolucién de la molécula molde (0.12 mmol), el
monomero funcional correspondiente en cada caso (0.72 mmol) y el
entrecruzador etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) (2.88 mmol) en 250 pl del
disolvente porogénico seleccionado. La mezcla de polimerizacion fue
desaireada con nitrégeno durante un minuto en un bafo de hielo antes y
después de la adicion de 23.6 mg del fotoiniciador, DPP. Se pipetearon
10 pl de la mezcla de polimerizacién sobre la superficie electrddica y tras
un minuto de irradiacién a 365 nm con la lampara UV, el exceso de mezcla
de polimerizacion fue eliminado por rotacion a 3000 rpm. El electrodo
modificado se dejé en la cdmara de fotopolimerizacién en atmédsfera de
nitrégeno a 2.1°C bajo radiacién UV durante 30 minutos.

Se prepard un electrodo de control o electrodo modificado con
polimero no impreso (NIPE) siguiendo el mismo procedimiento, pero en
ausencia de la molécula molde. El electrodo de control tuvo en todo
momento el mismo tratamiento que el electrodo impreso para asegurar
que los efectos observados son solamente debido a las caracteristicas de
la impresién y no a los posteriores tratamientos a los que se someten los

electrodos.
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Protocolo de medida

Para comprobar el funcionamiento voltamétrico de los electrodos

modificados se desarrollé el siguiente protocolo de medida:

1. En primer lugar, se extrajo la molécula molde de los sitios de union
del polimero mediante lavado del mismo en una disolucién de
dioxano con un 20% v/v de metanol durante 10 minutos. Se
escogio este medio de lavado porque resultd ser el mas eficaz para
eliminar el HVA.

2. A continuacién se comprobd que el registro voltamétrico no
presentaba corriente significativa al potencial caracteristico del HVA
de 0.85 V.

3. Posteriormente, se procedio a reenlazar la molécula molde en una
disolucion de tolueno que contenia HVA en una concentracion
determinada durante un tiempo optimizado de 15 minutos. Los
electrodos antes de cada medida se sumergen en acetonitrilo
durante 5 segundos para eliminar el HVA débilmente retenido.

4. La cuantificacién se realizd en un medio exento de analito donde se
favorezca su desprendimiento de los sitios de unién, en este caso,
una disolucion de citrato/HCI 0.1 M de pH=1.10 con 40% v/v de
acetonitrilo para favorecer el mojado del electrodo. La amplitud del
pulso aplicado fue de 50 mV. Las corrientes de pico fueron medidas
por sustraccion de la linea base. La intensidad de corriente
detectada bajo estas condiciones estd relacionada con la
concentracion de analito presente en la etapa de enlace.

5. El electrodo se lavd previamente para usos sucesivos en una
disolucién de dioxano con un 20% v/v de metanol al igual que en la
etapa inicial de extraccidn, puesto que se encontré que este medio
se facilitaba también la disolucién de los productos de oxidacion del
HVA.

109



Instrumentacion, reactivos y procedimientos experimentales

La secuencia de las etapas de medida se resume en la figura 5.2.

1.- Extraccion de HVA 2.- Registro de
dioxano+20% metanol la curva
10 min voltamétrica
del fondo
_________ citrato/HCI
065 085 1.05 pH=1.10+40%
acetonitrilo

iluA
= WO~ o

3.- Incubacion
tolueno+HVA
I 15min

Eliminacion
del material
débilmente
adsorbido con
acetonitrilo
5s.

iluA
PWOo N©

0.65 0.85 1.05
E/V

4.- Medida
citrato/HCI
pH=1.10+
40% acetonitrilo

Figura 5.2.- Secuencia de etapas de medida para un electrodo modificado

con una pelicula de polimero.

La optimizacion de los tiempos de duracidon de las distintas etapas se

describe en la seccion 7.3.1 de este trabajo.
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5.3.5.- Preparacion de las muestras de orina

La orina procedente de voluntarios sanos fue en realidad una mezcla
de orinas suministradas de forma andnima por nueve personas, entre
familiares y amigos que colaboraron de forma altruista en este estudio. El
resto de muestras utilizadas en este trabajo fueron proporcionadas por el
Hospital Central de Asturias, de entre sus pacientes. El procedimiento de

tratamiento de muestras se detalla a continuacion.

A. Extraccion liquido-liquido para la eliminacion de interferentes

El procedimiento de extraccion que se empled es el que describen en

d'?’. Se adicionaron a un embudo de

la bibliografia Knight y Haymon
extraccién 2 mL de orina, 1 g de cloruro sodico, 500 pl de acido clorhidrico
6 My 2.5 mL de agua Milli-Q. La mezcla se agitd vigorosamente hasta la
completa disolucion de la sal y se anadieron 10 mL de cloroformo. Se
realizaron tres extracciones sucesivas con 10 minutos de agitacion. El
extracto se evapord a sequedad a una temperatura de 60°C en un
termostato de bloque metalico bajo nitrdgeno, y se redisolvié en 1 mL de
tolueno realizandose la incubacion del sensor directamente en este

extracto siguiendo el protocolo de medida anterior.

B. Eliminacion de interferentes mediante cartuchos de extraccion en fase

sdlida (C18)

Se aplicd un procedimiento de extraccién comercial para el analisis
de catecolaminas en orina (Strata SPE ©® Phenomenex). Para ello se
empled un cartucho de extraccion C18 de 500 mg, (Teknokroma,
Barcelona, Espafia). Se acondiciond tres veces sucesivas con 1 mL de

metanol y 1 mL de cloruro amoénico 0.1 M. Finalmente, se adicion6 1 mL
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de muestra diluida al 50% con cloruro aménico 0.1 M hasta pH=8.1 (se
ajustd el pH con KOH concentrado). A continuacion se lavo tres veces
sucesivas con 2 mL de agua desionizada y se eluyé con 2.5 mL de
metanol/HCl 0.1 M 30:70 v/v. La fraccion eluida se evapord a sequedad a
una temperatura de 60°C bajo nitrdgeno, y se reconstituyd en 1 mL de
tolueno realizandose la incubacion del sensor directamente en este

extracto.

C. Eliminacién de interferentes mediante cartuchos de extraccidon en fase

solida con un intercambiador anidnico fuerte (SAX)

El procedimiento de extraccion empleado es un método comercial
para la extraccion conjunta de VMA, 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC),
IAA y HVA en orina (Isolute ®, Argonaut ®). Se utilizd un cartucho SAX de
500 mg (Teknokroma, Barcelona, Espana) acondicionado previamente tres
veces sucesivas con 0.6 mL de metanol y 1.5 mL de una disolucién de
cloruro aménico 0.1 M de pH=8.5 (se ajusto el pH con KOH concentrado).
A continuacion se adicion6 1 mL de muestra diluida al 50% con cloruro
amoénico 0.1 M hasta pH=8.1 (se ajustd el pH con KOH concentrado). Se
lavd haciendo pasar por el cartucho 1 mL de metanol/agua 10:90 v/v tres
veces sucesivas, y se eluyd con 1.5 mL de una mezcla metanol/acido
ortofosférico 0.1 M 30:70 v/v. La fraccion eluida se evapord a sequedad
bajo nitrdgeno a 60°C y se reconstituyd en 1 mL de tolueno, realizandose

la incubacion del electrodo de forma directa en este extracto.
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Capitulo 6

Evaluacion de la capacidad de
enlace del MIP mediante ensayos
de union

6.1.- Antecedentes

6.1.1.- Métodos de evaluacion de la afinidad.

Los polimeros molecularmente impresos (MIPs) constituyen un nuevo
tipo de materiales adsorbentes selectivos. Por esta razén, la principal

aplicacion analitica de los MIPs ha sido en el campo de las separaciones

analiticas, concretamente en cromatografia liquida!?®'**, electroforesis

capilar’®1%°, extraccion en fase s6lida'®'® y en membranas

molecularmente impresas!®' %3,

Ademas, otras tendencias de investigacién actuales buscan usar los

MIPs como sustitutos de anticuerpos en biosensores!®*17

171-177

0 en ensayos de

union analogos a los inmunoensayos
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Puesto que uno de los principales objetivos de este trabajo es validar
los resultados tedricos obtenidos en el disefio de MIPs, es necesario
seleccionar una herramienta analitica que permita evaluar las
caracteristicas de enlace del MIP en términos de constantes de afinidad y
numero de sitios de union disponibles.

En este sentido, los ensayos de unidn proporcionan informacion que
permite abordar el problema anteriormente planteado de forma sencilla y
eficaz, a través del ajuste de los datos experimentales a diversos modelos
matematicos (isotermas de adsorcidn). Una gran parte de los métodos
descritos en la bibliografia para la evaluacion de las caracteristicas de

17810 " yna isoterma de

enlace de los MIPs emplean esta metodologia
adsorcion mide la eficacia del enlace de un polimero en un intervalo de
concentraciones del analito. Habitualmente se utilizan representaciones de
la concentraciéon de analito enlazado al polimero (B) frente a la

concentracion de analito no enlazado o libre en la disolucion sobrenadante

(F).

Las isotermas de enlace para los MIPs se pueden obtener a partir de
estudios de reenlace con ensayos de union en discontinuo, donde una
cantidad constante de polimero se reequilibra con una concentraciéon de

91198, La concentracién de analito libre en la

analito fija y conocida
disolucion (F) puede medirse mediante espectroscopia UV, fluorescencia,
HPLC con distintos tipos de deteccion, ensayos con ligandos radiactivos y
en general cualquier técnica analitica que proporcione suficiente
sensibilidad. Sin embargo, no es frecuente en la bibliografia el uso de
voltametria para esta medida en ensayos con MIPs. La concentracion de
analito enlazado (B) se calcula como la diferencia entre la concentracién
de analito total (7) y la concentracion libre (B=T-F). Las isotermas
también pueden obtenerse directamente empleando estudios
cromatograficos!**, donde los MIPs se emplean como fase estacionaria en

columnas cromatogréficas.
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La capacidad de enlace relativa de dos polimeros puede determinarse
de forma cualitativa superponiendo sus respectivas isotermas, aunque
también es posible realizar su cuantificacibn comparando algunos
parametros de enlace, como son el nimero de sitios de union (V) y la
constante de afinidad o de asociacion (K), que pueden calcularse a partir
de las isotermas. Este calculo requiere la aplicacion de un modelo de
enlace especifico. Algunos modelos de isotermas que se han aplicado a los
MIPs son: Langmuir, bi-Langmuir, Freundlich, Toth y Langmuir-
Freundlich?’®1%% 195197 " Ccada modelo determina una relacién matematica
entre las concentraciones de analito enlazado (B) y libre (F), ademas de
realizar determinadas hipdtesis al considerar la distribucion de sitios de
union.

Desafortunadamente, los métodos que emplean aproximaciones
numéricas para generar estas distribuciones son computacionalmente muy
complejos y sensibles al error experimental, necesitandose gran numero
de datos experimentales de la isoterma. Este hecho hace que estos
métodos no se utilicen de forma generalizada para caracterizar los MIPs.
Una posible solucion es asumir que las distribuciones de sitios de union se
ajustan a una determinada forma o modelo, tal como se explica a

continuacion.

6.1.2.- Modelos de enlace

Los modelos de enlace pueden agruparse en dos clases: modelos de
distribucion discretos y continuos. Los modelos de enlace mas utilizados,
las isotermas de Langmuir y bi-Langmuir, son ejemplos de modelos de
enlace discretos. Estos modelos reducen la distribucién a un ndmero finito
de clases diferentes de sitios, cada clase con distinta afinidad. El modelo
de Langmuir considera que hay un solo tipo de clase de sitios, y el modelo

bi-Langmuir asume que sdlo hay dos tipos de clases de sitios.
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Las isotermas de Freundlich y Langmuir-Freundlich son ejemplos de
modelos de distribucion continuos en el que una funcidn continua contiene
un ndmero infinito de tipos diferentes de sitios de unidn. La figura 6.1
muestra los modelos de distribucién de sitios de unién discretos vy

continuos.

Figura 6.1.- Modelos de distribucidon de sitios de union discretos (a y b) y
continuos (c y d), que se muestran como barras y lineas sdlidas
respectivamente. Se superponen a la distribucion heterogénea global
propuesta para los MIPs!®® (linea discontinua). (a) Langmuir (unimodal
estrecha); (b) bi-Langmuir (bimodal); (c) Freundlich (exponencial);

Langmuir-Freundlich (unimodal amplia).

La distribucién de sitios de unidén o distribucidn de afinidad (DA),
representa el nUmero de sitios de unién (N) que tienen una determinada
constante de afinidad (K). De forma general, los MIPs parecen contener
una distribucion unimodal de sitios de unidn con dos regiones
caracteristicas'®: un pico unimodal de baja afinidad y una region
asintética decreciente de alta afinidad (figura 6.2). El pico unimodal
corresponde a la zona de la isoterma en la que el polimero alcanza la
saturacion. Sin embargo, en la mayor parte de aplicaciones analiticas se
trabaja en la zona de subsaturacion correspondiente a la regién
exponencial decreciente. Esta region se corresponde con la porcién lineal

de la isoterma cuando se ajustan los datos al formato log B vs. log F.
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1 N
/ \
1 A
1 \
\
Region R
\ ‘s
N Region de
de “ .,
~subsaturacion
saturacion == T T T —-—-

log K

Figura 6.2.- Modelo de distribucion de afinidad propuesto para los MIPs,

6.1.2.1.- Modelos de enlace discretos

Los modelos de Langmuir y bi-Langmuir cuyas ecuaciones [6.1] y
[6.2] se presentan a continuacion, son los mas sencillos de tratar
matematicamente debido a que permiten obtener de forma inmediata
parametros de enlace como la constante de afinidad (K) y el nUmero de

sitios de unién () a partir de la denominada curva de Scatchard.

N aF
i B=— donde a =K, 1
Langmuir s aF a=Ky [6.1]
. . NIKIF NZKZF
Bi-Langmuir = + [6.2]

1+K,F 1+K,F

En la representacion de Scatchard, la isoterma de enlace
experimental se ajusta al formato B/F vs. B. En sistemas homogéneos que
contienen sélo un tipo de sitios de union (Langmuir), del ajuste anterior se
obtiene una linea recta con pendiente igual a la constante de afinidad
promedio en negativo (-K)) y una ordenada en el origen relacionada con

el nimero total de sitios de union (»,):

B/F= KoN,~K,B [6.3]
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Esta representacion para la mayoria de los MIPs no es lineal, sino
curva, hecho que pone en evidencia la heterogeneidad de los sitios de
unién'®. Sin embargo, en este caso también es posible obtener las
constantes de afinidad y nimero de sitios de union para dos clases de
sitios (K;, N; y K,, N,) ajustando la curva a dos lineas rectas (figura 6.3,

modelo bi-Langmuir).

B/F

Figura 6.3.- Representacion de Scatchard para el modelo bi-Langmuir. K;
y N; representan los sitios de mayor afinidad y K>y N, los de menor
afinidad.

Los modelos de Langmuir y bi-Langmuir se basan en la hipdtesis de
que los MIPs son relativamente homogéneos y contienen sélo uno o dos
tipos de sitios de unidn. Constituyen un modelo simplificado que puede
tener cierto grado de validez en algun caso. Sin embargo, en general, la
medida de las distribuciones de sitios de unidn para los MIPs revela un

amplio intervalo de constantes de afinidad**®.

6.1.2.2.- Modelos de enlace continuos

Los modelos de enlace continuos consideran al MIP, a diferencia de
los modelos discretos, como un sistema heterogéneo, con sitios de union
de afinidad y selectividad variable. Estos modelos son mas realistas y
permiten explicar hechos experimentales relacionados con la

heterogeneidad, como puede ser el amplio rango de constantes de
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198 9

afinidad calculadas'®, la anchura de picos cromatograficos'

selectividad de los MIPs*®,

o la baja

Los modelos de distribucién continua como Freundlich y Langmuir-
Freundlich se han aplicado recientemente a los MIPs'’®!8%, Estos modelos
permiten, en teoria, aproximaciones a la distribucién unimodal propuesta
para los MIPs, ademas de poder medir de forma cuantitativa la

distribucién de sitios de unién y la heterogeneidad.

A. Isoterma de Freundlich

El modelo mas simple de distribucién continua es la isoterma de

Freundlich (IF) basado en la ecuacién [6.4].

B=aF" [6.4]

Donde B y F son las concentraciones de analito enlazado y libre
respectivamente, y a y m son dos parametros de ajuste que tienen
significado fisico. El factor preexponencial, @, es una medida del nimero
de sitios de unidon (M) y la constante promedio de afinidad (K;). El
segundo parametro de ajuste, m, se conoce como indice de
heterogeneidad y su valor varia de 0 a 1, siendo el sistema mas
homogéneo a medida que se aproxima a 1.

La IF se aplica facilmente mediante el ajuste de los datos
experimentales al formato logaritmico. Las isotermas que cumplen la IF se

ajustan a una linea recta:

logB=mlog F+log a [6.5]

con pendiente m y ordenada en el origen log a. El ajuste lineal supone una
importante ventaja porque para definirse requiere menos datos

experimentales que una funcién curvilinea.
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Las propiedades de enlace del MIP utilizado en ensayos de unidn
pueden calcularse a partir de la isoterma de adsorcion asumiendo un
modelo especifico. En el caso de los modelos homogéneos, los parametros
de enlace se extraen de forma directa. Sin embargo, los modelos
heterogéneos requieren la solucién de la integral de Langmuir (ecuacion
[6.6])*"!, que no tiene solucién analitica, por lo que se han desarrollado
métodos aproximados para su resolucion.

B = jZ wd(log K) [6.6]

Uno de estos métodos aproximados es el método de Hunston?? que
calcula la distribucién de afinidad (DA) de las isotermas de adsorcidn

usando una diferencia finita de segundo orden para resolver la integral:

B(oF)—-B(F/a)
2logu. -
o B(o’F)-B(F/a*)-2B(oF)-B(F/a)|
(a—1)° 2loga

N(K)=

[6.7]

F=K!

La ecuacidon [6.7], también denominada ecuacion del espectro de
afinidad, permite calcular el nimero de sitios de unién N que poseen una
determinada constante de afinidad K usando los valores de B interpolados
de la isoterma experimental. La exactitud de la aproximacidn mejora a
medida que o se aproxima a 1; valores alejados de 1 conducen a
resultados no convergentes. Para evitarlo, se toma el limite de la ecuacién
anterior a medida que o se aproxima a 1°.

La ecuacién de la IF [6.5] se introduce en la ecuacién [6.7] y
tomando el limite, se obtiene la DA para la IF (ecuacién [6.8]). Los
parametros a y m son los mismos que en la ecuacién [6.4]. Las unidades

de N son las mismas que las de B en la isoterma de adsorcion,

2 Tipicamente, logo. toma un valor de 0.2%%,
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habitualmente [umol/g]; F tiene unidades de [mmol/L], @, de [(umol/g)
(mmol/L)™], y m es adimensional.

La ecuacion se muestra a continuacion:

N(K)=2.303am(1-m?)e?30mosk [6.8]

La DA calculada a través de la ecuacién [6.8] es valida en un rango
de afinidades (K, y Kn.) que estan determinadas por los limites de

concentracion libre (F,... y Fin) definidas por las ecuaciones [6.9] y [6.10]:

Kmin:]/Fmax [69]

Kmale/Fmin [6.10]

El nimero de sitios de union promedio N> Y la constante de

afinidad promedio K;,..> se calculan a partir de [6.11] y [6.12]°.

Nk1-k2=a(1-m2)(K[m-Kg_m) [611]
m Kl—m _Kl—m
Ko o= 1 2
kl-k2 (m—lj[ K" K" J [6.12]

Los valores para estos parametros se determinan para cualquier

rango de constantes de afinidad K;-K, dentro de los limites K,iu-Kuax-

Una importante limitacion de la IF es que sélo es exacta para la
region intermedia de la isoterma completa. Se observan discrepancias del

modelo tanto a concentraciones muy elevadas (regién de saturacion)

® | a ecuacién [6.11] deriva de la integracién de la ecuacion [6.8] con respecto a K sobre
los limites de K; a K> La ecuacion [6.12] deriva de la integral del producto de Ky MK)
(ecuacion [6.8]) dividida por la ecuacién [6.11]'%2.
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como a concentraciones muy bajas. Afortunadamente, las isotermas de
enlace para la mayor parte de los MIPs se ajustan a un intervalo de
concentracion intermedia donde la IF es aplicable. La region de saturacion
no es observable para la mayoria de los MIPs debido a la heterogeneidad
de los mismos, y la misma se alcanza a concentraciones extremadamente
elevadas, superiores al rango mM. De igual forma, el extremo de
concentraciones mas bajo (<nM) es dificil de medir debido al posible

sangrado de la molécula molde.

B. Isoterma de Langmuir-Freundlich

La incapacidad de la IF para modelizar la region de saturacion limita
los tipos de parametros de enlace que pueden calcularse a partir de ella.
Asi, a partir de la IF no puede determinarse el nimero total de sitios de
union (»,) o la constante de afinidad promedio (X,). Para calcular estos
parametros es necesario desarrollar modelos hibridos que puedan
modelizar las regiones de saturacion y subsaturacion al mismo tiempo en
la misma isoterma como son los modelos de Jovanovic-Freundlich!® o
Langmuir-Freundlich'’®, La isoterma de Langmuir-Freundlich (ILF)
(ecuacidén [6.13]) es una funcidn que describe la relacidn entre la
concentracion de analito enlazado (B) y libre (F) en el equilibrio a través
de tres parametros de ajuste con significado fisico: N, a y m. N, es el
nlmero total de sitios de union. La variable « se relaciona con la constante
de afinidad promedio (K,) a través de la relacidn K,=a"". Por Ultimo, m
tiene el mismo significado que el indice de heterogeneidad para IF.

La ecuacion a considerar es la que se detalla a continuacion:

_ N,aF"

B=
l+aF"

donde a= (Ky)"™ [6.13]
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La ILF es un modelo hibrido entre las isotermas de Langmuir y
Freundlich y puede reducirse a cualquiera de las anteriores en el limite.
Cuando m=1, la isoterma de Langmuir-Freundlich se reduce a la isoterma
de Langmuir [6.1], donde « se corresponde directamente a la constante
de afinidad (K). Si F 0 a se aproxima a 0, es decir, aF"<<1, la ILF se

reduce a la isoterma de Freundlich.

De forma anadloga al calculo de la distribucion de afinidad para la
isoterma de Freundlich, se introduce [6.13] en la ecuacion del espectro de

afinidad [6.7] para obtener la siguiente expresion®’®:

N(K)=N,am(1/K,)" x
(1+2a(1/K,)" +a*(1/K, )" +
4a(1/K,)"m* —a*(1/K, )" m*> —m*)
(1+a(1/K,)")*

[6.14]

Esta ecuacidon calcula el nimero de sitios de union (»;) con una
determinada constante de afinidad (K;) empleando los parametros de
ajuste experimentales de la isoterma de Langmuir-Freundlich (a, m y N,).
La distribucién de afinidad calculada a través de la ecuacidon anterior es
valida en un rango de afinidades (K., Y Kn.:) que estan determinadas por
los limites de concentracion libre (F,. Yy F..) definidas por las mismas
expresiones empleadas en la isoterma de Freundlich (ecuaciones [6.9] y
[6.10]).

En general, la isoterma de Langmuir-Freundlich tiene una
aplicabilidad mas general en la caracterizacién de los MIPs debido a que
puede modelizar las regiones de subsaturacién y saturacion de forma
conjunta. Sin embargo, la ILF habitualmente no es necesaria debido a que
las isotermas para la mayor parte de los MIPs se miden en la region de

subsaturacion donde es suficiente con aplicar la IF.
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6.2.- Deteccion voltamétrica de acido homovanillico con

electrodos de pasta de carbono

La caracterizacion del comportamiento electroquimico del HVA sobre
electrodos de pasta de carbono se realizd utilizando como técnica de
trabajo la voltamperometria ciclica con una velocidad de variacion de
potencial de 50 mV/s. En la figura 6.4 se muestra el voltamperograma
ciclico obtenido a una concentracién de HVA de 2x10™% M en citrato/HClI
0.1 M y pH=1.10. El barrido lineal de potencial se llevd a cabo entre
—0.250 y 1.200 V con vuelta al potencial inicial y a una velocidad de

barrido de potenciales de 50mV/s.

20

10

i/pA

-0.250 0.250 0.750 1.250

E/V
Figura 6.4.- Voltamperograma ciclico obtenido a una concentracién de
HVA de 2x10*M en citrato/HCl 0.1 M de pH=1.10 para un electrodo de
pasta de carbono. Fondo (trazo de puntos), primer barrido de potencial

(trazo continuo) y segundo barrido sucesivo (trazo discontinuo).

Se observa un proceso de oxidacion irreversible en el primer barrido
(O1) con un potencial de pico de 0.808 V y en el barrido de vuelta un
proceso de reduccion (R;) con un potencial de pico de 0.403 V. En el

segundo barrido de potencial aparece un segundo pico de oxidacion O, a
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un potencial de 0.599 V, debido a un producto de oxidacién del HVA, que
forma un par cuasi-reversible con el proceso R;.

Este comportamiento se corresponde con un mecanismo de
oxidacion ECE (Electroquimico-Quimico-Electroquimico), donde una
reaccidn quimica acoplada da lugar a productos responsables del proceso
electroquimico R;/0,. El mecanismo de la reaccidn de oxidacién de
distintos metoxifenoles sustituidos se ha descrito en la bibliografia para
electrodos de pasta de carbono?® 2%,

El mecanismo propuesto para la oxidacidon en disolucién acida
involucra dos electrones a través de una reaccidon quimica rapida con agua
para eliminar un mol de metanol y formar la quinona correspondiente

(esquema 1).

+

H5CO R H5CO R
HO 0
H5CO R 0 R
H,0
—_—
+ CH3OH + H*
HO 0

Esquema 1. Mecanismo de oxidacion de metoxifenoles sustituidos.

Se realizd un estudio de la influencia del pH sobre el potencial y las
corrientes de pico de dicho sistema redox para una concentracion de HVA
de 2x10™ M. Se pudo observar que a medida que aumenta el pH, el
potencial de oxidacidn del pico principal, O;, se desplaza hacia potenciales
menores, hasta alcanzar un valor que se mantiene estable a pH superior a
10. Para fijar los valores de pH del medio en todo el intervalo, se
emplearon disoluciones reguladoras de: citrato/HCl 0.1 M para el intervalo
de 1.1 a 4.9, acetato/fosfato 0.1 M para el intervalo de 6 a 11 e hidréoxido

sédico 0.1 M para pH superiores a 11.
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Los datos experimentales se ajustan a la ecuacién que se muestra a
continuacion, en el intervalo de pH 1.10 a 10.99, tal como se deduce de la

representacion grafica de la figura 6.5.

pH= -0.051 E /V + 0.868 r=0.998 n==8

1
0.8
0.6
0.4 1
0.2

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 2.5 5 7.5 10 12.5

pH

E/V

Figura 6.5. (Tablas, T-1).- Variacion del potencial de pico para el proceso
anodico principal O; con el pH. Las medidas se realizaron mediante

voltametria ciclica a una concentracion de HVA de 2x10™ M.

También se evalud la influencia del pH en la intensidad de pico de
oxidacion, obteniéndose una disminucion de la intensidad de corriente a

medida que aumenta el pH (figura 6.6).

20

0250 0250 0750  1.250
E/V

Figura 6.6. (Tablas, T-2).- Variacién de la intensidad de corriente del
proceso anddico principal O; con el pH. Las medidas se realizaron
mediante voltametria ciclica a una concentracién de HVA de 2x10™* M para
valores de pH de izquierda a derecha: 13.14, 7.05, 4.90, 3.05 y 1.10.
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A la vista de la figura 6.6, el pH dptimo de medida del HVA se fijé a
un valor de 1.10 con una disolucidon reguladora de citrato/HCI 0.1 M,
puesto que es el medio al que se obtiene una mayor sensibilidad en la
sefal.

Por ultimo, para este proceso se estudidé también la influencia de la
velocidad de barrido de potenciales sobre las corrientes de pico a tres
niveles de concentracion de HVA: 5x10° M, 5x10° M y 2x10* M (Tablas,
T-3). Para ello, se llevé a cabo un barrido de potencial entre —0.250 V y
+1.200 V con vuelta al potencial inicial y con velocidades de barrido entre
5y 1000 mV/s.

Los datos experimentales se ajustan a las ecuaciones que se

muestran a continuacion:

i/nA= 65.1 v}/? | (mV/s)*? — 63.0 r=0.997 n=5 [HVA]=5x10°M
i/nA= 339.6 v1/? / (mV/s)/? - 455.9  r=0.997 n=7 [HVA]=5x10°M

i/nA= 1999.7 v/? / (mV/s)¥2 = 4017.0 r=0.997 n=6 [HVA]=2x10"*M

Se observa una variacion lineal de la intensidad de pico anddico con
la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de potenciales, lo que indica
que el proceso de electrodo esta controlado por la difusion de la especie
electroactiva a la superficie electrodica a los tres niveles de concentracion

ensayados.

Empleando la sefial del pico de oxidacion principal O; se desarrollé un
método de analisis por voltametria diferencial de pulso. La grafica de
calibracion se muestra a continuacién (Figura 6.7, Tablas, T-4). Se obtuvo
una respuesta lineal con la concentracién de HVA en el intervalo de
concentraciones de 1.0x107 a 5.0x10™ M, con un limite de deteccién de

1.7x10” M. La ecuacidén de la recta de calibrado resulto ser:
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i/uA= 53.584[HVA]/mM + 0.251 r= 0.999 n=10
37.57 . e
30.01

< 25

< 150]

7.5 7
0.0

00 02 04 06 08 1 12
[HVA]/mM

Figura 6.7. (Tablas, T-4).- Grafica de calibracion para HVA obtenida con
un electrodo de pasta de carbono mediante voltametria diferencial de

pulso en una reguladora de citrato/HCI 0.1 M de pH=1.10.

6.3.- Seleccion de las condiciones de polimerizacion

Para confirmar experimentalmente la seleccion de mondmero
funcional y disolvente optimo obtenidos mediante calculos DFT se
emplearon polimeros acrilicos sintetizados en pequefia escala,
denominados mini-MIPs. Sus ventajas son, principalmente, el empleo de
pequefias cantidades de polimero (r 50 mg aproximadamente) y la
supresion de las etapas de molienda y tamizado.

En la bibliografia se describen equipos automaticos capaces de
evaluar en un tiempo reducido mini-MIPs disefiados mediante métodos

quimiométricos en distintas condiciones?>2%,

En este trabajo, los
polimeros se sintetizaron y evaluaron siguiendo un procedimiento manual
y posteriormente se utilizaron para determinar rapidamente parametros

que afectan a la polimerizacién, como son la naturaleza del mondmero
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funcional y disolvente empleado, asi como el tipo de polimerizacion

fotoquimica/ térmica que se lleva a cabo.

6.3.1.- Seleccion del tipo de iniciador y procedimiento de

polimerizacion

Existen estudios en la bibliografia que indican que el tipo de
iniciacion de la polimerizacién (térmica o fotoquimica) puede influir en el

209212 cyando la

comportamiento final de los polimeros impresos
polimerizacion se realiza térmicamente, las cadenas se inician por varios
puntos a la vez, por lo que se obtienen polimeros con un alto grado de
entrecruzamiento. En el caso de la polimerizacion fotoquimica, este
proceso se inicia por los puntos mas superficiales, los mas cercanos a la
fuente de radiacion y, por tanto, podria considerarse que existe una
direccion preferente de iniciacién de las cadenas, dando como resultado
polimeros menos entrecruzados que en el caso anterior.

Para determinar la influencia del iniciador y el tipo de polimerizacién
en las propiedades de reconocimiento del MIP, se realizaron ensayos de
union a partir de MIPs y NIPs sintetizados en diclorometano con tres
mondmeros funcionales: acido 2-trifluorometacrilico (TFMAA), acido
metacrilico (MAA) vy 2-metacrilamida (MA) en condiciones de
polimerizacion térmica y fotoquimica. Para ello, se seleccionaron dos
iniciadores: DPP que es un iniciador fotoquimico, y AIBN que es un
iniciador empleado tanto en polimerizacién térmica como fotoquimica. El
procedimiento para realizar los ensayos de unidon se describid en el
apartado 5.3.2.

Las medidas realizadas a partir de los liquidos de lavado parecen
indicar que los polimeros sintetizados con el iniciador AIBN en condiciones
térmicas se lavan peor en el disolvente de lavado que los polimeros
sintetizados en condiciones fotoquimicas. Este hecho puede ser debido a

que, efectivamente, se trate de polimeros mas entrecruzados.
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También se observa un efecto de sangrado, mas acusado cuando se
polimeriza térmicamente, lo que puede concordar con el mayor
entrecruzamiento y rigidez de los polimeros térmicos.

Al comparar los resultados obtenidos con polimeros iniciados
fotoquimicamente con AIBN y DPP no se observan diferencias apreciables
en la capacidad de enlace, por lo que se optd en ensayos sucesivos por el
empleo de DPP, puesto que es un fotoiniciador mucho mas rapido y eficaz
que el AIBN.

6.3.2.- Seleccion del disolvente porogénico

Para confirmar el disolvente de polimerizacion mas favorable, se
realizaron ensayos de wunidn a partir de polimeros sintetizados
fotoquimicamente con DPP en tolueno y diclorometano para los tres
monomeros ensayados.

En diclorometano se observan porcentajes de retencion mas bajos
que para tolueno en los tres mondmeros estudiados, hecho que confirma
los resultados obtenidos mediante calculos tedricos (apartados 4.2.6 y
4.2.7).

6.3.3.- Seleccion del monomero funcional

Cuando se realiza un ensayo similar al anterior seleccionando DPP
como iniciador y tolueno como disolvente de polimerizacion para los tres
mondmeros funcionales ensayados, se obtuvo mayor retencion del HVA en
el MIP sintetizado con TFMAA, seguido de MAA y MA. Esta tendencia
observada experimentalmente se corresponde exactamente con las
predicciones tedricas (apartado 4.2.6).

Para discriminar si el enlace al polimero es debido a contribuciones
especificas o inespecificas se realizd un ensayo en las mismas condiciones

con un NIP sintetizado para cada mondmero funcional. La unién especifica
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se evalud a partir del cociente entre las relaciones B/T obtenidas para
polimero impreso y polimero no impreso, donde B es una medida de la
cantidad de HVA enlazada por el polimero. Cuando este cociente es <1, se
considera que el enlace no es especifico. B se obtuvo por diferencia entre
la concentracién total de HVA adicionada (7) y la concentracion de HVA
determinada en el sobrenadante una vez que se ha alcanzado el equilibrio,
F.

Los resultados obtenidos (Tabla 6.1) confirman que el TFMAA es el
monomero funcional que conduce a un enlace especifico del HVA
((%B/Tyip)! (Y%B/Tyip)=2) mientras que para MAA y MA, la adsorcion es
integramente inespecifica, siendo mayor la retencién en el NIP que en el
MIP.

Tabla 6.1.- Porcentajes de retencidon (B/T) para MIP y NIP y relacion de
porcentajes MIP/NIP para los tres mondmeros ensayados: TFMAA, MAA y
MA.

(%B/T)/Tolueno

MIP NIP MIP/NIP
TFMAA 60 40 2
MAA 25 63 <1
MA 10 89 <1

6.4.- Caracterizacion del proceso de impresion

molecular mediante isotermas de adsorcion

Una vez realizada una comprobacién experimental o “cribado” para
confirmar que la seleccion del mondmero y disolvente predichos con los
calculos DFT son los mas adecuados, se investigaron las caracteristicas de
enlace del polimero sintetizado con TFMAA y tolueno mediante isotermas

de adsorcion.
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Los estudios realizados y los resultados obtenidos se detallan a

continuacion.

6.4.1.- Seleccion de la concentracion de polimero

Después de sintetizar, tamizar y lavar el polimero (seccién 5.3.3), se
utilizé la fraccion inferior a 25 ym para realizar un ensayo que permita
determinar la concentracion de polimero necesaria para observar

aproximadamente un 50% de analito enlazado.

Este ensayo, ademas de fijar la cantidad de polimero adecuada para
proximos ensayos de unidn, permite obtener una vision de la capacidad de
retencion del polimero. En este estudio, se varia la concentracion de MIP y
NIP (sintetizado con TFMAA y tolueno) desde 0.5 hasta 121.1 mg/mL
manteniendo la concentracion de HVA fija a 1x10™ M. Los resultados se

muestran en la figura 6.8.

100 -

B/T(%)

0 25 50 75 100 125

[polimero](mg/mL)

Figura 6.8. (Tablas, T-5).- Representacion del porcentaje de enlace (B/T)
en funcidon de la concentracién de polimero para MIP (linea continua) y
NIP (linea discontinua) sintetizados e incubados en tolueno, a una

concentracidn constante de HVA de 1x10™* M.
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A la vista de los resultados, la concentracién de MIP para la que se
alcanza aproximadamente un 50% de enlace del HVA es de 10 mg/mL y

es la que se empleara en lo sucesivo.

Si se compara la curva de enlace para el MIP y el NIP se observa
que el MIP retiene mas acido homovanillico que el NIP en todo el rango de
concentraciones estudiadas, y en particular, a concentraciones bajas las
diferencias de retencidon entre el MIP y el NIP se acentlan. Para la
concentracion de polimero de 10 mg/mL, el porcentaje de enlace para el
MIP es de 46% mientras que para el NIP es de apenas un 6%. Por lo
tanto se puede decir que la retencién del acido homovanillico en el MIP es
fundamentalmente especifica, es decir, se debe a la existencia de sitios de

union especificos.

6.4.2.- Estudio de la influencia del disolvente porogénico

Segun los calculos DFT, el disolvente optimo tanto para imprimir la
molécula molde como para reenlazarla es el tolueno. De forma
experimental se pretende corroborar este hecho realizando un ensayo de
union para un MIP con TFMAA sintetizado e incubado en tolueno y un MIP
sintetizado e incubado en acetonitrilo, un disolvente tedricamente mas

desfavorable (ver figura 6.9, Tablas, T-6).
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100 ~
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Figura 6.9. (Tablas, T-6).- Representacion del porcentaje de enlace (B/T)
en funcion de la concentracion de polimero para un MIP sintetizado e
incubado en tolueno (linea continua) y un MIP sintetizado e incubado en
acetonitrilo (linea discontinua) a una concentracion constante de HVA de
1x10™ M.

Se puede observar que cuando se realiza la incubacion en
acetonitrilo con el MIP sintetizado en el mismo disolvente, los porcentajes
de enlace disminuyen drasticamente en todo el intervalo de
concentraciones ensayadas. Por tanto, parece ser que la sustitucion del
tolueno por acetonitrilo como disolvente porogénico modifica
drasticamente las propiedades de reconocimiento del MIP. Este hecho
experimental concuerda con los resultados predichos mediante el calculo
de las energias de enlace del aducto de prepolimerizacion en dichos

disolventes.
6.4.3.- Estudio de la influencia del disolvente de incubacion
En el ensayo anterior, el MIP sintetizado e incubado en acetonitrilo

conduce a porcentajes de retencion drasticamente mas bajos que los del

tolueno (figura 6.9). Este estudio permite confirmar que el acetonitrilo es
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un mal disolvente porogénico, es decir, genera complejos de
prepolimerizacion mondmero-molécula molde poco favorables, hecho que
confirma las predicciones realizadas con los calculos DFT (apartados 4.2.6
y 4.2.7).

Pero ademas, es posible evaluar al acetonitrilo como disolvente de
incubacion para un MIP sintetizado en tolueno. Para ello, se llevd a cabo
un ensayo en el que se fijo la concentracion de MIP en 10 mg/mL y la
concentracion de HVA en 1x10™* M. El resultado es concluyente: no se
observa apenas retencién del HVA en dicho disolvente (B/T=4.5%) por lo
que se confirma nuevamente que no soOlo el acetonitrilo es un mal
disolvente porogénico para generar cavidades de union especificas en el
proceso de impresion molecular sino que ademas es un mal disolvente de
incubacion para un polimero supuestamente “Optimo”, confirmandose

nuevamente los calculos tedricos.

6.4.4.- Ensayos de union

Para una concentracion de polimero fija de 10 mg/mL determinada
con anterioridad, se realizd un ensayo de reenlace con diferentes
concentraciones de patrén de HVA en tolueno, desde 2.6x107 a
5.1x10* M. La concentracion del analito que permanece en el equilibrio
libre en disolucion, F, se midi6 mediante voltametria diferencial de pulso.
Previamente a la medida voltamétrica es necesario incorporar una etapa
intermedia donde se evapora el sobrenadante a sequedad y se
reconstituye con la reguladora de medida citrato/HCI 0.1 M pH=1.10. Esta
etapa es necesaria debido a la inmiscibilidad de los disolventes organicos

empleados con la fase acuosa donde se desarrolla la medida.
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Una vez que se miden B y F' se ajustan los datos a los tres modelos
propuestos: Langmuir (IL), Langmuir-Freundlich (ILF) y Freundlich (IF).
(seccidn 6.1.2.2). Inicialmente los datos experimentales se ajustan bien al
formato logaritmico log B vs. log F. Los parametros de ajuste a, m y Nt se
calculan empleando la funcidon So/ver de Microsoft Excel 2003,
minimizando el coeficiente de determinacion R?> a 1 y variando los
coeficientes de ajuste. Los residuales correspondientes empleados para
calcular el coeficiente de determinacion se calcularon como
(log Beyy — log Beac), donde B.,, es la fraccion de analito enlazada medida
experimentalmente y B... es la fraccion calculada segin el modelo
propuesto a partir de las fracciones libres medidas experimentalmente. Se
requiere un ajuste logaritmico de los datos obtenidos debido a la amplitud
del intervalo de concentraciones utilizadas en la isoterma de adsorcion,

que daria mayor peso estadistico a los puntos de mayor concentracion®®.

Tal como se describia en el apartado 6.1.2.2.B, la ILF seria aplicable
en el caso de que los datos experimentales cubrieran tanto la regidon de
subsaturacion como sobresaturacién del polimero. Si los datos
experimentales se localizan en la zona de subsaturacién el modelo que
proporcionara un mejor ajuste sera el de Freundlich, mientras que si se
localizan en la zona de sobresaturacion el modelo mas adecuado sera el
de Langmuir. Si se realiza la representacion log B vs. log F'y se obtiene
una linea recta para todo el rango de concentraciones estudiado, los datos
se ajustaran a la IF. También se podria aplicar la ILF porque a
concentraciones bajas ésta se transforma en la IF, es decir, para aF"<<1.

Asi, mediante la representacion log B vs. log F se obtiene la figura 6.10.
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Figura 6.10. (Tablas, T-7).- Isoterma de adsorcidon experimental para MIP
(linea continua) y NIP (linea discontinua). B representa la fraccién de HVA

enlazada al polimero y F la fraccién libre o no enlazada.

Las ecuaciones del ajuste se recogen en tabla 6.2.

Tabla 6.2.- Ecuaciones de ajuste de MIP y NIP a la isoterma de Freundlich.

MIP /og B=0.92 log F+ 4.97 R?=0.995 n=9
NIP /og B=0.99 /log F+ 4.88 R?=0.993 n=5

A la vista de los resultados, es posible ajustar los datos
experimentales del MIP y el NIP directamente a la IF, aunque mas

adelante se discutira el ajuste a otros modelos como la IL e ILF.
6.4.5.- Analisis de las isotermas de adsorcion

El primer objetivo es examinar las diferencias entre polimero
molecularmente impreso y no impreso empleando las tres isotermas

estudiadas. La tabla 6.3 muestra los parametros de ajuste para cada una

de las tres isotermas estudiadas.
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Tabla 6.3.- Parametros de ajuste de MIP y NIP para las isotermas de

adsorcion de Langmuir, Langmuir-Freundlich y Freundlich.

Coeficientes de ajuste MIP NIP
LANGMUIR (IL)
Nt 216.61 umol/g 72.29 umol/g
a 1192.35 M 1192.68 M*
R? 0.993 0.992
LANGMUIR-FREUNDLICH (ILF)
Nt 545.48 pmol/g 69.29 umol/g
Ko, 310.83 M 2045.60 M!

Limites de la distribucion de afinidad: Amin-Kmax=2000-3069000 M

a 220.28 M* 3764.32 M*

m 0.94 1.08

R? 0.995 0.998
FREUNDLICH (IF)

Nii1-k2 13.02 ymol/g 0.84 ymol/g

Ki1-k2 20389.03 M* 15091.40 M

Limites de la distribucion de afinidad: Amin-Kmax=2000-3069000 M

a 94601.93 (umol/g )(M™H)™ 75787.92 (umol/g )(M™H)™
m 0.92 0.99
R? 0.995 0.993

Los datos experimentales se ajustan relativamente bien a las tres
isotermas propuestas, aunque las isotermas que mejor reproducen los
resultados experimentales son la IF y la ILF a la vista de los coeficientes
de determinacidn, como era previsible segin lo comentado en la seccién
6.1.2.
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Las heterogeneidades de MIP y NIP estan determinadas por el indice
de heterogeneidad m. A medida que m se aproxima a 1, el polimero es
mas homogéneo. En este caso, tanto el MIP como el NIP tienen un valor
de m de los mas altos descritos en la bibliografia para MIPs no
covalentes'’®®, Esta es una caracteristica deseable en los MIPs debido a
que las heterogeneidades habitualmente limitan la capacidad de retencion

especifica del polimero, dando lugar a polimeros de baja selectividad.

Cuando se comparan los indices de heterogeneidad para MIP y NIP
en la IF e ILF se observa que los NIPs son mas homogéneos que los MIPs,
siendo ésta una tendencia general observada en otros trabajos

publicados'®?.

6.4.6.- Distribuciones de afinidad (DA)

Como se comentd en el apartado 6.1.2.2, a partir de las ecuaciones
[6.7] y [6.14] es posible calcular la distribucion de afinidad tanto de la IF
como de la ILF. Aunque la expresion para la DA tedricamente permite el
calculo de la distribucion para cualquier rango de constantes de afinidad,
en la practica esta limitada por un rango de constantes K determinado por
el intervalo de concentracion en el que se obtiene la isoterma.
Tipicamente estos limites estan determinados por K,u=I1/Fu., Y
Knin=1/F ... Entre estos limites, la distribucién es exacta. Extrapolaciones
fuera de estos limites pueden conducir a errores importantes,
especialmente si la isoterma cubre sélo la regidon de saturacion o
subsaturacion.

Las figuras 6.11 y 6.12 (Tablas, T-8 y T-9) muestran las DA
obtenidas con MIP y NIP para la ILF y la IF en formato logaritmico (log N
vs. log K) y semilogaritmico (N vs. log K).
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Figura 6.11. (Tablas, T-8).- (a) y (b) corresponden a las distribuciones de
afinidad global para la ILF en formato semilogaritmico y logaritmico
respectivamente en todo el rango de afinidades. (c) es la misma

distribucion limitada por Knax Y Knin-
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Figura 6.12. (Tablas, T-9).- (a) y (b) se corresponden con las
distribuciones de afinidad para la IF en formato semilogaritmico vy
logaritmico, respectivamente en el rango de afinidades limitado por Aax Y
Kmin- MIP (trazo continuo); NIP (trazo discontinuo).

La distribucién de afinidad para la ILF corresponde a una distribucion
de energia unimodal con una forma cuasi-Gaussiana que decae
exponencialmente. Esta forma es concordante con lo que sucede si se

utiliza la IF a bajas concentraciones.

El pico de la distribucién estd centrado en K,=a"". El nimero total
de sitios de unidn N, corresponde al area bajo la curva cuando se realiza
un ajuste N vs. log F. Cuando se comparan las distribuciones de afinidad
de MIP y NIP se observa que poseen sitios de unién con afinidades
similares a bajas concentraciones. Es decir, la region con los sitios de

union de mayor afinidad es comdn para ambos. Sin embargo, el MIP
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posee un importante conjunto de sitios de wunién con afinidad
relativamente elevada que coincide con la constante de afinidad promedio,
K,.

Si se restringe este estudio al intervalo de concentraciones
estudiadas (K...-Kn..) (figura 6.11c), puesto que estamos en el tramo mas
bajo de concentraciones no se aprecian demasiadas diferencias entre las
DA para MIP y NIP, observando la curva exponencial decreciente tipica de
las regiones de concentracion mas baja, o dicho de otro modo, la region
en la que se evallan los sitios de unidon de mayor afinidad resulta en el

caso de MIP y NIP bastante similares.

Las distribuciones de afinidad de MIP y NIP para la IF se
corresponden con una curva exponencial decreciente. La mayor diferencia
extraida de las DA de MIP y NIP es la mayor capacidad de retencion del
MIP frente al NIP en la ventana de concentracién medida, al poseer en
todo el rango de concentraciones un mayor nimero de sitios de union ()
para una misma afinidad (K). Esta vision cualitativa a partir de las curvas
se confirma a través de sus capacidades respectivas (Ni.x2) para un
conjunto de sitios de unién similar (X,=2000 My K,=3069000 M™). El
MIP tiene un nimero de sitios de union (N;;.>=13.01 pmol/g) que es del
orden de 16 veces mayor que el NIP (V,;.>=0.84 pymol/g. En cuanto a las
constantes de afinidad promedio también existe una diferencia
significativa entre MIP (K;;.x2=20389.03 M%) y NIP (K}/>=15091.40 M1).

6.4.7.- Estudio de selectividad

La selectividad en el enlace de los MIPs puede relacionarse con la
orientacién espacial de los mondmeros funcionales alrededor de Ila
molécula molde durante el proceso de polimerizacion. De este modo, el
numero y tipo de grupos funcionales en una molécula molde permiten

formar interacciones no covalentes con los mondomeros funcionales
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condicionando no sdlo la fortaleza de la interaccidn mondmero-molécula
molde sino la posibilidad de enlazar de forma eficaz otras moléculas

relacionadas estructuralmente con la molde.

Se podrian considerar dos tipos de factores que son determinantes
en la selectividad del MIP: la contribucidn estérica debido a la forma de la
molécula molde y la contribucién de enlace, debido a la interaccion no
covalente entre el mondmero funcional y la molécula molde. Ambos
factores son importantes y contribuyen a la especificidad del MIP; la
contribucién estérica determina la forma del sitio de unién, asi que, por
ejemplo, un analito mas voluminoso que la molécula molde no se
retendria con facilidad en el MIP. La contribucién de enlace debido a la
interaccion no covalente es igualmente importante porque de la fortaleza
de la interaccion molde-mondmero depende la eficacia del proceso de

reconocimiento molecular.

Puesto que la selectividad del MIP depende en gran medida de los
componentes seleccionados en la mezcla de prepolimerizaciéon, una vez
determinados los optimos mediante calculos DFT se pretende comprobar
la selectividad del MIP midiendo la concentracién de distintos analogos
estructurales enlazados por el polimero sintetizado en condiciones

idénticas a las utilizadas para el enlace de la molécula molde.

La seleccion de moléculas de prueba para el estudio de la
selectividad se realizd en base a la presencia de grupos funcionales
similares a los de la molécula molde con el fin de obtener informacion de
la naturaleza de los sitios de unién en el polimero. Asi, se realiz6 un
estudio comparativo con acido 4-hidroxi-3-metoximandélico o acido
vanilliimandélico, (VMA), acido 3-hidroxi-4-metoximandélico o acido
isovanilliimandélico, (IVMA), y 4-hidroxi-3-metoxifeniletanol o alcohol

homovanillico (MHPE), cuyas estructuras se presentan en la figura 6.13.
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OH
OCH3 OCHS OCH3

OCH;

HVA VMA IVMA MHPE

Figura 6.13.- Estructuras de las moléculas de prueba para la evaluacién de

la selectividad.

A partir del calculo DFT se podria predecir la contribucion de enlace,
es decir, la contribucién debido a la interaccion no covalente entre el
monomero funcional y la molécula molde. Experimentalmente se podrian
evaluar las dos contribuciones de forma conjunta mediante ensayos de
union con el MIP y el NIP. Si la retencidon es idéntica para ambos, se
podria decir que no se ha inducido huella molecular o no existe retencion
especifica. Si por el contrario, se produce una mayor retencion para el MIP
que para el NIP, significa que debido a la contribucion estérica (induccién
de la forma de la molécula en el polimero) y también a la contribucion de
enlace no covalente, se ha inducido una huella molecular, responsable de

la especificidad de la sefal.

Para comprobar experimentalmente las predicciones tedricas, se
realizd un ensayo de union con una concentracion fija de MIP y NIP de 10
mg/mL incubando en una concentracién de 1x10* M de las moléculas de

prueba anteriores para investigar la selectividad del polimero.
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La especificidad de la sefial se evalud como el cociente de los
porcentajes enlazados para el MIP y el NIP. Los resultados obtenidos se

representan en el diagrama de barras de la figura 6.14.

80 7 16 X
o 60 C’ é Z 12 é
S w0 o 7 5 &
E 40 / / / :
1N *E
é é %é 0 2

’ HVA VMA  IVMA  MHPE

Figura 6.14. (Tablas, T-10).- Representacion del porcentaje de enlace
(B/T) de las distintas moléculas ensayadas para una concentracion de
molécula de prueba de 1x10* M y una concentracién de MIP (&) y NIP
() de 10 mg/mL. La especificidad de la sefal se evalué como el cociente

de porcentajes de enlace para MIP y NIP ([]) (escala de la derecha).

La molécula de VMA, que posee un grupo carboxilo terminal y los
grupos metoxido e hidroxilo en las mismas posiciones que el HVA,
interfiere fuertemente dando lugar a porcentajes de enlace superiores a
los obtenidos con la molécula molde, hecho que concuerda con los
resultados del calculo de las energias de estabilizacion de los aductos de

prepolimerizaciéon correspondientes.

La molécula de IVMA se diferencia de la de VMA en que las
posiciones de los grupos metdxido e hidroxilo se encuentran
intercambiados, en posicién 4 y 3 respectivamente. Con esta molécula se
observa una interferencia menor que en el caso anterior, por lo que todo
parece indicar que la interaccién a través de los grupos funcionales
mencionados afecta en menor medida a la capacidad de reconocimiento

de los sitios de unién que la interaccion a través de los grupos acidos.
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Este hecho confirma los resultados tedricos, en el sentido de que los
complejos formados a través de puentes de hidrogeno con los grupos
funcionales metdxido e hidréxido son mas desfavorables que aquellos que

forman el doble puente de hidrégeno a través del grupo carboxilo.

Las moléculas de VMA e IVMA se retienen en la misma medida tanto
en el MIP como en el NIP por lo que la senal obtenida puede considerarse
integramente inespecifica. A este hecho podria contribuir la presencia de
un grupo hidroxilo adicional en la cadena lateral de los dos compuestos
anteriores que impediria ocupar los huecos generados por el HVA, bien

sea debido a impedimentos estéricos o bien a repulsiones electrostaticas.

La molécula de MHPE se diferencia de las demas moléculas
ensayadas en que posee un grupo hidroxilo terminal en lugar del grupo
acido del HVA, manteniendo las posiciones del grupo metdxido e hidroxilo
en posicion 3 y 4 respectivamente, como en la molécula molde. Como se
demuestra en la figura 6.15, la sefial de la fraccidn no enlazada para el
MIP es practicamente igual a la del blanco (disolucidn sin polimero). Esto
indica que la molécula de MHPE practicamente no se retiene en el
polimero, a pesar de la posibilidad de formar un puente de hidrégeno
entre sus grupos hidroxilo y metdxido y el acido carboxilico del sitio de

union.
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Figura 6.15.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido a partir de
una disolucién patron de MHPE de concentracion 1x10% M (linea
discontinua) y a partir del sobrenadante de una incubacion del MIP

realizada con 1x10* M de MHPE en tolueno (linea continua).

Al igual que ocurria para las moléculas de VMA e IVMA, MHPE
presenta idénticos porcentajes de retencidon para el MIP y el NIP, por lo

que la sefial obtenida (minima en este caso) es integramente inespecifica.

Ademas, se puede observar un comportamiento diferenciado del
MHPE respecto de las moléculas anteriores, ya que es la que presenta
menor porcentaje de enlace (4%) frente a un 46% de retencion del HVA.
Parece ser, que la sustitucion del grupo acido del HVA por un grupo
hidroxilo modifica drasticamente la afinidad por el sitio de reconocimiento.
Dicho de otro modo, la formacion del doble puente de hidrégeno en los
sitios de unidn seria la interaccion que define el enlace (en mayor medida
que la interaccion a través de los grupos metdxido e hidroxilo en
posiciones 3 y 4 respectivamente), confirmandose asi los resultados

obtenidos mediante calculos DFT (seccién 4.3).
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Por ultimo, para la molécula de HVA, la relacion entre los
porcentajes de retencion MIP/NIP es 12 a 1, conduciendo a una retencion
fundamentalmente especifica de la molécula molde. A su vez, todo apunta
a que el MIP y el NIP presentan un comportamiento diferenciado que sélo
puede deberse a la presencia del HVA en la mezcla de polimerizacién del
MIP. Es decir, se ha inducido una huella molecular en el MIP capaz de

reconocer especificamente a la molécula molde.

A modo de conclusion, se podria decir que el MIP sintetizado a partir
del disolvente y mondmero funcional éptimo predicho por el método
computacional desarrollado en este trabajo constituye un eficaz elemento

de reconocimiento para la molécula molde.
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Capitulo 7

Construccion de un sensor
voltameétrico para acido
homovanillico

7.1.- Antecedentes

7.1.1.- Sensores electroquimicos basados en el reconocimiento

molecular por polimeros impresos

Como se comentd anteriormente, las principales aplicaciones
analiticas de los MIPs han sido en el campo de las separaciones. Asi, se
han desarrollado sistemas de extraccion en fase sodlida con el fin de

213-216

preconcentrar el analito y separar interferentes y fases estacionarias

para métodos basados en cromatografia de afinidad o electroforesis

15 217-221 "narmitiendo en ocasiones la resolucién de mezclas

capilar
racémicas.

En otros casos, se utilizaron los MIPs en ensayos de unidn con
diversos analitos, y la afinidad, limites de deteccion y selectividad
encontrados fueron similares a los obtenidos con receptores

bioldgicos??%%/,
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Precisamente la elevada selectividad y afinidad de los MIPs por la
molécula molde, junto con sus buenas propiedades fisicas y quimicas,
hace que estos materiales artificiales sean elementos ideales de

reconocimiento molecular en el disefio de sensores??82%,

Un amplio nimero de sensores basados en MIPs utilizan la
acumulacién de masa en la capa de polimero como sucede en el caso de
transductores piezoeléctricos®>!?*®. También se han desarrollado sensores
con polimeros molecularmente impresos que utilizan propiedades dpticas
del analito para su deteccion®*2*,

Sin embargo, en contraste con el gran aumento del nimero de
publicaciones que utilizan MIPs en separaciones analiticas, el desarrollo de
sensores haciendo uso de MIPs es significativamente mas lento y el
numero de publicaciones es inferior.

Como se ha mencionado en la introduccion de esta Tesis, los
sensores electroquimicos en particular®®2*, tienen gran interés porque
podrian ofrecer buenos limites de deteccidn, a bajo coste, con posibilidad

de facil miniaturizacion y automatizacion.

7.1.2.- Elementos de reconocimiento y tipos de transduccion

Puesto que la mayoria de los trabajos en reconocimiento molecular
por efectos de impresion se llevaron a cabo usando polimerizacion
radicalaria de distintos tipos de polimeros acrilicos o vinilicos, estos
sistemas fueron los primeros en ser ensayados para sensores. Aunque
actualmente se estd desarrollando investigacion sobre sensores

electroquimicos con otros sistemas como polimeros electrogenerados®>*2%

polimeros  inorganicos®®®%’! 272275 |

, Y monocapas autoensambladas 0S
polimeros acrilicos siguen siendo los de uso mas frecuente, y en

consecuencia, la revision bibliografica se centrara en estos ultimos.
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Los estudios correspondientes al desarrollo de sensores de MIPs
basados en polimerizacion radicalaria con diferentes tipos de mondmeros
acrilicos o vinilicos han sido clasificados en dos tipos: aquellos que usan
los MIPs como particulas generadas después de la molienda del monolito
polimérico (tabla 7.1 y continuacién), y aquellos que preparan los MIPs
como un pelicula en la superficie del transductor (tabla 7.2 y

continuacion).
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Tabla 7.1.- Sensores electroquimicos basados en MIPs de forma particulada de base acrilica o vinilica.

Monomeros | Transduccion/ Iniciador Molecula Observaciones Medio de enlace Med'? de Calibracion | Ref.
sustrato molde medida
MIP particulado (1-25 pm)
. . . 0.1-10 pg/ml
- inmovilizado con gel de . Citrato 20 mM .
MAA(/lE_%D MA Amperometria/Pt TirIngll\lc 0 Morfina agarosa. Ensayo competitivo ﬂgitl%éo Egng pH 6+10% LOD'/I?,"IOS 276
’ Alta selectividad. Largo P ? EtOH. H9
tiempo de respuesta (~24 h)
Acido 2,4- MIP particulado (1-25 pm) 0.1 KClen
4-vinilpiridina/ P Diclorofenoxi- Inmovilizado con gel de Fosfato 20 mM pH7 + Fosfato
EGDMA Dgevr{ E'r‘;‘;g gggs TEB"\"/'ISIO acético agarosa 10% MeOH 20mM + 10% | 1-1000uM | 277
(1:5) 9 (herbicida) Ensayo competitivo MeOH
Un solo uso
1- Particulas grosor <53 pm o
Estireno/DVB CV, DPV/ Térmico hidroxipireno incorporadas en tinta >0% MeOH, 278
. Electrodos . o MeOH al 35% en agua en fosfato 0.1-1 mM
(19:1) I AIBN (metabolito de Ensayo no competitivo
serigrafiados 0.025 M pH 12
PAH) Un solo uso
Ensayo competitivo
. Tiempo de respuesta~ 45 min
MAA/ E.GDMA DPV/ Graﬁ_to en Térmico Renovacion de la superficie . . HCIO4 50 mM | 0.004-25 mM | 279
(1:5) material AIBN Clenbuterol electrédica por pulido Disoluciones acuosas +10% EtOH
acetonitrilo compuesto  Por p °
mecanico
Reproducible (RSD 3.81 %)
Vinilimidazol/DVB Amperometria/ P , .
. Térmico Paraoxon Particulas 10-25 pm . 1 M Tris HCI . 280
(1.9_) _ Electrodo de pasta AIBN (Insecticida) Medidas a 40 °C Tris HCl 1 M pH 9 bH 9 LOD:100 pM
acetonitrilo de carbono
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Tabla 7.1.- Continuacion.

carbono vitrificado

Selectividad para epinefrina y
acido ascorbico
Tiempo de respuesta: 20 min

Monomeros Transduccion/ Iniciador Molecula Observaciones Medio de enlace Medu_) de Calibracion | Ref.
sustrato molde medida
MIP particulado <25 ym
MAA/EGDMA ) o mcorporado auna supgrﬁqe de Pt
. Espectroscopia de | Térmico Lo recubierta por rotacion con un . Fosfato
(1:2) - - L-nicotina ; . Lo Fosfato salino - 2-5 nM 281
impedancias/Pt AIBN polimero conjugado: poli(2- salino
Cloroformo . o A
metoxi-5-(3’,7’-dimetiloctiloxi))-
1,4-fenilenvinileno (OC1C10-PPV)
AR | P P reaptacr
(1:1.25) P Térmico o p ) . Fosfato 2-100 pM
o Electrodo de Hidroquinona | electrodo con una capa de gel de Fosfato salino - 282
Acetonitrilo/ b itrificad AIBN salino
tolueno (11:1) carbono vitrificado ) agarosa
) Particulas 700 nm diametro
Inmovilizacion de particulas de un
composite de nanotubos
multicapas (funcionalizado con
v, grupos vinilo) y MIP con una capa
M,AA/ TRI,M Amperometria/ Térmico . de gel de agarosa Fosfato 5.0x107-
(1:2) y (1:4) Dopamina , Fosfato - 283
g Electrodo de AIBN Capas de polimero de grosor 15- . salino 2.0x10™
Acetonitrilo 20 nm salino .

MAA: acido metacrilico
EGDMA: acido etilenglicoldimetacrilato ADVN: 2,2’-azobis-2,4-dimetil-valeronitrilo. TRIM: trimetilolpropano trimetacrilato PAH: Hidrocarburo aromatico policiclico

AIBN: 2,2’-azobis-2-isobutironitrilo

DVB: Divinilbenceno

LOD: limite de deteccion

n.d: no disponible
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Tabla 7.2.- Sensores electroquimicos basados en MIPs de base acrilica o vinilica preparados como peliculas.

, Transduccion/ . . Molécula . Medio de Medio de . g
Mondémeros Iniciador Observaciones X Calibracion | Ref
substrato molde enlace medida
Grosor de medidas
Medidas en flujo. Silanizacién
MAA/EGDMA o o P . AR
(1:5) ISFET/Silicon Térmico L feml_a_lanlna Mezcla de pollmerlzgu_on EtOH (95%) EtOH (95%) n.d. 284
wafer AIBN anilida prensada con un vidrio
cloroformo -
Mala reproducibilidad entre
sensores
DEAEN Se necesitan 12 noras para
EGDMA Conductométrico/ Térmico . y B 50 mM 50 mM Tris 0.01-0.50
; . L Atrazina recuperacion de la senal : 1 285
(1:5) Filtro de vidrio AIBN - ; Tris pH 8 pH 8 mg L
DMF Tiempo de_ respuesta: 30
minutos
L-Fenilalanina,
MAA o DEAEM - P 6-amino-1- Impresion covalente y no -
+ EGDMA C?:“Srléczzn:/?;rr'i?/ TirInE;nll\T 0 propiluracilo, covalente Tfi(s]: ml_l;/l 8 >0 m:l 8Tr|s 1-50 uM 286
DMF atrazina, Tiempo de respuesta: 30 min P P
Acido salicilico
Mezcla de mondmeros entre
MAA+TEDMA dos placas de cuarzo
+OUA Conductométrico Fotogquimico Atrazina Pelicula fina, flexible y estable Eﬂsgagﬁg ml\l\: Eﬂsgagﬁg ml\l\: 5-100 nM 287
(DMF, AIBN RSD<5% .NaCI .NaCI 288
cloroformo) Membrana de 60-120um
Tiempo de respuesta: 6-10 min
Silanizacion sobre ITO y union
. . covalente de la pelicula 0.1 M KNO3; 0.1 M KNO3;
l\(/lm/ 5E)G gpl\::? CV/ITO FOt%’gﬁ Ico Teofilina polimérica 5 mM+ 5mM + n.d. 289
Y Sélo se realizan estudios de Fe(CN)g ™ Fe(CN)g ™
selectividad
Capacitivo/Au con ;o , Capa de 10 nm 100 mM KCl + | 100 mM KCI +
AM,PS/ MBA SAM de Fotoquimico Desmetrin Tiempo de respuesta: 5 min 5 mM fosfato 5 mM fosfato 1-7 mM 290
(1:2) H,0 . benzofenona
hexadecanotiol pH 7.2 pH7.2
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Tabla 7.2.- Continuacion.

, Transduccion/ . . Molécula . Medio de | Medio de . .
Monomeros substrato Iniciador molde Observaciones enlace medida Calibracion | Ref.
Capacitivo/Au con e fizzgi‘:ldgecf(z;r;c:%?;?a:/(;lclazraaon 100 mM KCI | 100 mM KCI
AMPS/MBA SAM de Fotoquimico | Creatinina RSD 10%, Reproducible 6 *+ 5 mM oMM 0 uM-600 uM | 201
(1:2) H,0 . benzofenona (metabolito) fosfato pH fosfato pH
hexadecanotiol meses
i ] . 7.2 7.2.
Tiempo de respuesta: 2 min
MAA/EGDMA ‘ 25 mM
- DPV/Electrodo de Fotoquimico Acido vanillil- Recubrimiento bajo rotacion Y citrato+
(1:5) o . . . . Acetonitrilo o 0.1-1.5mM 292
S carbono vitrificado | acetofenona mandélico Tiempo de respuesta: 25 min 10%
acetonitrilo Y
acetonitrilo
MAA/EGDMA (1:4) ) Citrato/HCI
Tolueno y DMSO DPV/Electrodo de | Fotoquimico Acido Recubrimiento bajo rotacion Tolueno o 0.1M+ 7%109-1¢10°5 117
VPY/EGDMA (1:4) | carbono vitrificado | acetofenona homovanillico Tiempo de respuesta: 15 min DMSO 40 % )
DMSO acetonitrilo
Recubrimiento del oro con
alilmercaptanos y unién
MAA/EGDMA Cv/Oro depositado Fotoquimico CCoz;/ aéin(;g dfo?ofi%ac%ﬂ;?;i:g:
(1:7) sobre cristal de q Atrazina pasdeg KCl0.1M | KCO0.1M 1-10 pM 293
. AIBN entre 50 y 80 pm
DMF microbalanza . . .
Tiempo de respuesta: 10 min
Selectividad para otros
herbicidas
. . I Ly 0.1 MKNO; | 0.1 M KNOs
MAA/ E%?,I'\QA(I'S) CV/ITO-silicona Tirlngl'\fO Teofilina c%l?a?g:tgodneﬁgbcrae IaTOO‘l’in‘ig'r‘i’cr; 5mM + 5mM + n.d 294
pap Fe(CN)s 2 | Fe(CN)g 2
Inmovilizacion inicial sobre el Pt s
MAA/EGDMA v/t Fotoquimico Bilirrubina de dISO!l:ICIOI'I de alilmercaptano n.d n.d 2.30x10 295
benzofenona y unién covalente del MIP 1.19x10°*

Recubrimiento bajo rotacion

ISFET: Transistor de efecto campo sensible a iones

propanosulfénico

SAM: monocapa autoensamblada

n.d: no disponible

ITO: oOxido de indio-estafio

OUA: oligouretano acrilato

DMF: N, N'’-dimetilformamida AMPS: acido 2-acrilamido-2-metil-1-
MBA: N,N "-metilenediacrilamida DEAEM: dietiloaminoetil metacrilato TEDMA: trietilenglicoldimetacrilato




Construccién de un sensor voltamétrico para HVA

En todos los casos los mondmeros funcionales utilizados fueron acido
metacrilico (MAA), 4-vinilpiridina (VPY) y derivados de acrilamida. La
polimerizacion térmica se inicia normalmente con 2,2'-azo-2-isobutironitrilo
(AIBN), mientras que la polimerizacién fotoquimica se lleva a cabo con
AIBN, benzofenonas o derivados de la acetofenona. Entre los disolventes
porogénicos, se emplea frecuentemente un disolvente polar como Ila
dimetilformamida (DMF) cuando el objetivo es desarrollar un sensor para
aplicaciones acuosas para minimizar efectos de hinchamiento?®* 286 287 ge
han utilizado también disoluciones acuosas de mondmeros para obtener

capas muy finas en la superficie del electrodo®® %%,

En las tablas anteriores se observa también que las técnicas de
transduccion que han sido empleadas para la preparacién de sensores
electroquimicos basados en MIPs pueden ser: conductométricas,
capacitivas, amperométricas, voltamétricas, de efecto de campo vy
espectroscopia de impedancias. De ellas, la voltametria puede llegar a ser
la técnica de transduccidn mas selectiva, puesto que el potencial de

oxidacion o reduccion es una propiedad intrinseca del analito.

Se han usado varios tipos de voltametria: la de barrido lineal (LSV) y
voltametria ciclica (CV), donde el potencial aplicado cambia linealmente
con el tiempo, y la voltametria diferencial de pulso (DPV), donde el barrido
de potencial aplicado no es una funcion lineal, sino que se forma por
incrementos constantes en una rampa lineal. Esta Ultima técnica ofrece

mejor sensibilidad, porque consigue mejorar la relacién senal-ruido.

Con la mayoria de los tipos de transduccidon electroquimica y los
dispositivos piezoeléctricos la union de la molécula molde al MIP es
suficiente para generar una sefal analitica. Por el contrario, en aquellos
sensores de MIPs basados en disefios amperométricos y voltamétricos es

necesaria una etapa de transferencia electrdnica.
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Esta etapa puede dar lugar a productos que causen pasivado de la
superficie electrédica. Ademas, la sefial no se recupera mientras la
superficie del transductor no esté libre de productos adsorbidos,
independientemente de la reversibilidad de la unidon al elemento de

reconocimiento.

Este problema se ha tenido en cuenta en las aplicaciones publicadas,
y en algunos casos, la facil preparacion y bajo coste de los materiales
permiten el empleo de electrodos de un solo uso®” 2’8, Otra estrategia
analitica consiste en preparar una barra de material compuesto que
contenga particulas de MIP en una matriz sélida, donde la superficie
puede ser regenerada por simple pulido®”®. Otra forma de regenerar la
superficie es mediante lavado si se encuentra un buen disolvente para los
productos de la reaccidn electrédica®®?, aunque la recuperacion total del
electrodo es dificil debido al acceso restrictivo a través de los poros del
polimero. Por tanto el tamano y volumen de poros de la fase sensora sera
un aspecto critico del disefio del sensor, y la propia tecnologia de
impresion molecular permite su manipulacién a conveniencia. Se conoce,
por ejemplo, que ciertos disolventes como el acetonitrilo generan

mesoporos mientras que el cloroformo produce microporos>°.

En general, para todas estas técnicas el medio en el que se efectian
las medidas electroquimicas es una disolucion de electrolito inerte (tablas
7.1 y 7.2). Se observa una tendencia a trabajar con bajos valores de
fuerza ionica (<50 mM), probablemente para facilitar las interacciones
idnicas entre molécula impresora y polimero. Cuando se usan polimeros
acrilicos o vinilicos las medidas se llevan a cabo frecuentemente en un
medio mixto con disolventes organicos como etanol o acetonitrilo para
mejorar el mojado de la capa polimérica. En ocasiones también se

incluyen en el medio de medida sales como cloruro o perclorato de litio y
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perclorato de tetraetii amonio para mejorar la conductividad de la
membrana polimérica®®.

En la deteccion voltamétrica de analitos electroactivos, se requiere
ademas que el medio de medida favorezca la liberacion del analito de los

sitios de unidn y éste difunda hacia la superficie electrodica.

7.1.3.- Estrategias de integracion transductor electroquimico-
MIP

El lento desarrollo de sensores basados en MIPs parece indicar que la
adaptacion de la sintesis de estos materiales a la tecnologia de sensores
no es un asunto sencillo, y se necesitan desarrollar estrategias de
integracion  especificas para este nuevo tipo de elemento de
reconocimiento.

Se pueden distinguir sin embargo dos tendencias: inmovilizacion del
polimero acrilico molido y tamizado, y la preparacion directa del material

como pelicula delgada sobre la superficie del transductor.

A. Integracion con material particulado

Puesto que la mayoria de las aplicaciones de los MIPs requieren la
preparacion de un monolito que tenga que ser molido y tamizado, gran
parte de los estudios de sensores basados en MIP concentran sus
esfuerzos en la inmovilizacion de particulas poliméricas lo mas proximas
posibles a la superficie del transductor. Asi, el gel de agar se ha utilizado
en este sentido para inmovilizar particulas de MIP en electrodos de platino
para la deteccion amperométrica de morfina®’®, en superficies de
electrodos de carbono vitrificado para la deteccion amperométrica de
hidroquinona®®, en la superficie de electrodos serigrafiados (screen-
printed) para la determinacidn voltamétrica de herbicidas*’, o formando

un composite gel de agar-nanotubos de carbono-MIP para la
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determinacién de dopamina®®. También existen estrategias de
incorporacién de las particulas del MIP en un polimero conjugado: poli (2-
metoxi-5-(3’,7-dimetiloctiloxi))-1,4-fenilenvinileno (OC1C10-PPV)%,

Por otra parte, una membrana de plastico con cloruro de polivinilo
(PVC) podria usarse para inmovilizar particulas de MIP. Esta estrategia se
ha seguido en varias aplicaciones descritas en sensores piezoeléctricos®*®.
Sin embargo, algunos autores que utilizaron transduccion voltamétrica
observaron adsorciones inespecificas con este tipo de membranas?’.

En relacién con las estrategias mas frecuentes de integracion de
MIPs para el desarrollo de biosensores, la modificacion de pastas de
carbono incorporando enzimas u otros agentes ha sido ampliamente
utilizada en combinacién con transduccién amperométrica.

Estos tipos de electrodos incorporando particulas de MIP podrian
simplificar mucho el desarrollo de sensores amperométricos vy
voltamétricos. Ademas, la pasta de carbono es una opcion facil para el
disefio de sensores voltamétricos de un solo uso eliminando los problemas
relacionados con la renovacion de la superficie. Sin embargo, la necesidad
de utilizar disolventes organicos restringe el uso de este tipo de
electrodos, a menos que se haya comprobado que el MIP es efectivo en
medio acuoso mediante ensayos de unién u otro tipo de medida. Con este
tipo de estrategia sdlo hemos podido confirmar la publicacion de una
aplicacion en disolucion acuosa®®.

Otras formas de inmovilizacién exploradas consisten en preparar una
tinta compuesta incorporando las particulas de MIP para producir
electrodos serigrafiados®’, o formar un electrodo compuesto con el
polimero particulado, grafito y una matriz sdlida de unién tal como

n-eicosano?’°.
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B. Integracion a través de peliculas poliméricas

La estrategia de integracién mas utilizada hasta la fecha consiste en
la preparacion del elemento de reconocimiento como una pelicula en la
superficie del transductor. Se requiere en este caso un buen control del
espesor de la capa del polimero para adaptar el tiempo de respuesta del
sensor y ajustar su sensibilidad.

Las estrategias que han sido empleadas para preparar y fijar a la
superficie del electrodo una fina capa de polimero obtenido por técnicas
de polimerizacién radicalaria son:

- Recubrimiento bajo rotacién (spin-coating)*'’: %% 2%3%: una alicuota
de la mezcla de polimerizacion se deposita sobre la superficie del
electrodo y se somete a rotacién a una velocidad controlada. El exceso
de mezcla precursora se elimina y sélo queda una capa fina en la que

se produce el proceso de polimerizacion.

- Silanizacién: el sustrato metalico se empapa en una disoluciéon de
3-metacrilopropiltrimetoxisilano. Luego, se sumerge en la mezcla de
mondmeros acrilicos. Después de la polimerizacion, el copolimero
débilmente adsorbido se elimina por lavado en agua, y soélo el polimero

unido covalentemente permanece en la superficie electrddica’®* 2% 28%

294

Técnica sandwich. una gota de mezcla de polimerizacion se deposita
sobre el transductor y se cubre con un disco de cuarzo, o se deposita
entre dos discos de cuarzo. Esta técnica se ha aplicado a la preparacion

de sensores piezoeléctricos y membranas para conductometria®®>-2%%

302-304
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- "Grafting” . inmovilizacién del iniciador radicalario sobre la superficie
del transductor. Posteriormente se deposita la mezcla de
polimerizacion, y después de eliminar el exceso, sblo una fina pelicula

permanece sobre la superficie del sensor?®® 2%,

- Empleo de alilmercaptanos: se sumerge el electrodo en una
disolucion de alilmercaptano (2-propeno-1-tiol) para introducir grupos
vinilo a la superficie de oro o platino. Posteriormente se adiciona la
mezcla de polimerizacién y el MIP se une covalentemente a la

superficie?® 2%,

Quiza la informacién mas relevante que puede extraerse de los datos
de la bibliografia en relacién a la preparacion de peliculas poliméricas
molecularmente impresas para sensores es que su flexibilidad (controlada
por la relacion de mondmero funcional a entrecruzador, o por adicién de
monomeros de la familia de los oligouretanos) es un parametro relevante
directamente relacionado con las prestaciones analiticas del sensor. Las
férmulas mas tradicionales incluyen altas relaciones de entrecruzador (5 a
1 de mondmero funcional) para favorecer la creacién de sitios de
impresion y obtener la fortaleza mecanica requerida para fases

estacionarias cromatograficas.

Una observacion importante de algunos autores es que con menos
de un 20% de entrecruzador todavia es posible observar efectos de

memoria mediante ensayos de unién'’®.

Finalmente, se ha observado en algunos casos que cuando se usan
peliculas delgadas para sensores, algun grado de flexibilidad del polimero
favorece la union de la molécula impresora y mejora la adherencia a la
superficie electrodica. Esta tendencia fue seguida con disefios pticos®®

176, 302-304, 307

3% v piezoeléctricos y sélo con algunos tipos de sensores
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electroquimicos®®’: 288, 290, 291

. En consecuencia, siempre es necesario un
compromiso entre la proporcidn minima de entrecruzador necesaria para
observar memoria para el analito y la suficiente flexibilidad polimérica para

tener adherencia.

7.1.4.- Caracteristicas analiticas

Se resumen a continuacion las caracteristicas analiticas encontradas
en los trabajos sobre sensores electroquimicos basados en tecnologia de

impresidon molecular.

A. Limites de deteccion

Frecuentemente se ha publicado que uno de los principales
problemas del desarrollo de aplicaciones analiticas con MIPs acrilicos es la
dificultad de obtener bajos limites de deteccién®®. Por tanto, en el disefio
de sensores electroquimicos es aconsejable el empleo de tipos de
transduccion mas sensibles, como por ejemplo, amperometria o DPV,
aunqgue el limite de deteccion seguira dependiendo de una combinacién
del tipo de transduccidn y de las caracteristicas relacionadas con la fase de

reconocimiento.

B. Selectividad

Una de las dificultades de los protocolos de medida que suelen hacer
necesaria una etapa de extraccion en el elemento de reconocimiento
(MIP) es el fuerte efecto de la adsorcidon inespecifica en la superficie
electrédica, particularmente cuando se utilizan electrodos de carbono®””.
En algunos casos, se ha examinado la selectividad del elemento de
reconocimiento mediante una serie de ensayos de unioén, pero no con el

sensor, ignorando de esta forma importantes interferencias®’.
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En este sentido, la voltametria como técnica de transduccién tiene la
ventaja adicional de permitir optimizar el medio de unién y el medio de
medida separadamente para mejorar la selectividad. (Los restantes tipos
de transduccion electroquimica usan el mismo medio de medida para la
union y la deteccidon). Ademas, interferentes estructuralmente préximos

pueden ser identificados por sus diferentes potenciales electroquimicos®*.

C. Reproducibilidad

Idealmente, estos sistemas de reconocimiento deberian ser
completamente reversibles mediante ciclos alternativos de lavado y unién
para recuperar las propiedades de reconocimiento. A veces, la
recuperacion completa requiere largos tiempos de lavado de hasta 12
horas®®. Sin embargo, la recuperacién parcial de un elemento de
reconocimiento no es un problema porque los sensores electroquimicos
basados en MIPs pueden extenderse a dispositivos desechables de bajo
coste. Igualmente, se han publicado aplicaciones con electrodos

serigrafiados®’” #8,

D. Aplicacion a muestras reales

Los sensores publicados hasta la fecha han sido ensayados sdlo con
disoluciones patrdn, encontrandose en la bibliografia una Unica publicacion
para muestras enriquecidas (clenbuterol en extractos de higado®”®). Por lo
tanto, todavia no hay datos sobre la influencia de los efectos de matriz en
la respuesta de sensores con diferentes tipos de elementos de
reconocimiento y transduccién. Sin duda un reto importante para el futuro

desarrollo de este tipo de sensores.
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E. Tiempo de respuesta. Estabilidad del sensor a largo plazo

En general, se han obtenido mayores tiempos de respuesta con
sensores que usan particulas de MIP que con peliculas poliméricas, debido
a la dificultad de difusidon. Con los primeros, el tiempo de respuesta del
sensor esta relacionado intimamente con el tamafo de particula. La
mayoria de autores que trabajan con particulas de MIP utilizan fracciones
de particulas superiores a 25 pm?”® o incluso 50 um?’8. Los sensores asi
construidos conducen a procesos de difusidn intraparticula con cinéticas
muy lentas y, consecuentemente, largos tiempos de respuesta, aunque
recientemente se han publicado estudios con tamafios de particula
menores?8%-283,

Los tiempos de respuesta mas cortos se alcanzaron cuando el

polimero se sintetiza en forma de capa delgada sobre el transductor®®® %%,

Los sensores que usan MIPs acrilicos o vinilicos tienen buena
estabilidad durante almacenamiento prolongado (mas de 6 meses en
algunos casos), como cabria esperar para un polimero altamente

entrecruzado.

En base a lo expuesto en esta seccion, se ha seleccionado como
sistema de prueba para la comprobacion de las predicciones tedricas, la
preparacion de un MIP como pelicula delgada sobre la superficie de un
electrodo de carbono vitrificado mediante la técnica de recubrimiento bajo
rotacién y polimerizacién fotoquimica. La técnica de medida empleada fue
voltametria diferencial de pulso (uno de los tipos de transduccién mas
selectivos y sensibles). Con los escasos antecedentes bibliograficos para
este tipo de transduccidon, se puede decir que esta segunda parte del

trabajo constituye por si sola un gran reto.
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7.2.- Oxidacion electroquimica del acido homovanillico

sobre electrodos de carbono vitrificado

La caracterizacion del comportamiento electroquimico del HVA sobre
electrodos de carbono vitrificado se realizd utilizando como técnica de
trabajo la voltamperometria ciclica. En la figura 7.1 se muestra el
voltamperograma ciclico obtenido a una concentracion de HVA de
2x10* M en una disolucién de citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10. El barrido
lineal de potencial se llevd a cabo entre —0.250 y 1.200 V con vuelta al

potencial inicial a una velocidad de barrido de potenciales de 50 mV/s.

0.250 0250 0750  1.250
E/V

Figura 7.1.- Voltamperograma ciclico obtenido a una concentracién de
HVA de 2x10“ M en citrato/HCl 0.1 M de pH=1.10 para un electrodo de
carbono vitrificado. Primer barrido de potencial (trazo continuo) y segundo

barrido sucesivo (trazo discontinuo).

Se observd un proceso redox irreversible en el primer barrido,
presentando un pico de oxidacion O; a un potencial de 0.806 V, y un pico
de reduccién R; a un potencial de 0.410V. En el segundo barrido de
potencial aparece un segundo pico de oxidacion O, a un potencial de
0.596 V, fruto de la oxidacidon del HVA.
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Como se ha descrito para electrodos de pasta de carbono (apartado
6.2), este voltamperograma ciclico se corresponde con una oxidacion
seguida de reaccion quimica rapida acoplada®® 2%, Parece ser que el
mecanismo de la oxidacién en disolucién acida involucra dos electrones a
través de una reaccidén quimica rapida con agua para eliminar un mol de

metanol y la quinona correspondiente.

Al igual que en el capitulo anterior, se escogié como sefial analitica
para la determinacion de HVA el pico de oxidacion O; a pH=1.10 puesto
que es el pH al que se obtiene una mayor sensibilidad en la sefal. Este
proceso se empled para desarrollar un método de analisis por
voltamperometria diferencial de pulso. La grafica de calibracion se

muestra en la figura 7.2.

14 -

i/HA

00 01 02 03 04 05 06
[HVA]/mM

Figura 7.2. (Tablas, T-11).- Grafica de calibracion para HVA obtenida con
un electrodo de carbono vitrificado mediante voltametria diferencial de

pulso.

Se obtuvo una respuesta lineal con la concentracién de analito en el
intervalo de concentraciones de 5.0x10”7 M a 2.0x10™ M, con un limite de
deteccién de 2.3x10° M. La ecuacién de la recta de calibrado es la

siguiente:
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i/uA= (33.44£0.53)[HVA]/mM + (0.06+0.02)  r= 0.996 n=8

7.3.- Electrodos modificados con polimeros
molecularmente impresos para acido
homovanillico.

7.3.1.- Optimizacion de la respuesta del sensor

Para la preparacion del elemento de reconocimiento (polimero
impreso) se seleccionaron los mondmeros y pordgeno éptimos localizados
mediante el método computacional basado en calculos DFT desarrollado
en este trabajo (apartados 4.2.6 y 4.2.7), es decir, TFMAA como
mondmero funcional y tolueno como disolvente. El objetivo es realizar una
comprobacién experimental de la idoneidad de esta seleccién. Los

resultados se muestran en los sucesivos apartados de este subcapitulo.

A. Efecto del tiempo bajo radiacion UV antes de la rotacion

(t (UV)) en la capacidad de reconocimiento de la capa.

En primer lugar, se realizaron pruebas para seleccionar el volumen
de mezcla de polimerizacion éptima a depositar sobre el electrodo para
obtener un recubrimiento por rotacion (spin coating). Puesto que después
del recubrimiento se realizd una rotacion a 3000 rpm para eliminar el
exceso de mezcla precursora, y con menos de 5 pl no se conseguia cubrir
totalmente el area del electrodo, se escogiéd un volumen de 10 pl como
optimo.

Uno de los parametros a optimizar para construir un sensor mediante
la formacion de capas de polimero /in situ sobre la superficie del electrodo
es el tiempo que el electrodo modificado es sometido a radiacion

ultravioleta previamente a la rotacion. Este parametro, denominado en lo
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sucesivo como ¢ (UV), es critico para controlar el espesor de la capa
polimérica resultante. De hecho, valores de ¢ (UV) superiores a cinco
minutos conducen a capas de polimero demasiado gruesas y la respuesta
voltamétrica encontrada en estas condiciones es la de un electrodo muy
bloqueado. Esto es debido a que se produce un gran aumento de la
viscosidad debido al rapido avance de la polimerizaciéon fotoquimica.

Para confirmar esta hipotesis, se sintetizaron diversas capas a
diferentes ¢ (UV) midiéndose el espesor de las mismas mediante un
microscopio Optico, previamente embutidas en una resina polimérica epoxi
y cortadas a la mitad de su didametro (seccidon 5.1.2). Posteriormente,
algunas capas embutidas en la resina fueron sometidas a un tratamiento
de anodizacién con una fina capa de oro antes de la medida y otras fueron
observadas al microscopio sin ningln otro tratamiento, de ahi que en este
ultimo caso se observe una tonalidad azulada. Las imagenes obtenidas se

muestran en la figura 7.3.

(b) (c)

Figura 7.3.- Imagenes de capas de polimero impreso para HVA

sintetizadas sobre la superficie de un electrodo de carbono vitrificado a
diferentes ¢ (UV) obtenidas por microscopia dptica. (a) 2.5 min; (b) 3 min;
(c) 4 min.

Las membranas de polimero acrilico una vez sintetizadas son
transparentes y se vuelven ligeramente blanquecinas a medida que se
evapora el disolvente. Visualmente, no existen diferencias apreciables
entre los electrodos modificados con polimero impreso (MIPE) y no
impreso (NIPE).
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Las capas tienen una forma ligeramente curvada y ademas pueden
observarse fracturas en la mayor parte de ellas. Estas imagenes confirman
lo que es un hecho bien conocido de los polimeros acrilicos: en funcién de
que estén o no en contacto con un disolvente y dependiendo de la
naturaleza de éste, sufriran diferentes procesos de compresion vy
distension que conducen finalmente a la generacién de fracturas en el
polimero. En el experimento, las capas de polimero irremediablemente
quedan sin disolvente una vez que se embuten en la resina polimérica, lo

que acentua sin duda los fendmenos anteriores.

El efecto de ¢ (UV) en el espesor de la capa se pone de manifiesto

en la figura 7.4.

g 800
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Figura 7.4. (Tablas, T-12).- Efecto de ¢ (UV) en el espesor de la capa.

Como puede verse en la grafica, el espesor de la capa aumenta con
t (UV) hasta 4 minutos. Las capas sintetizadas con tiempos inferiores a 2.5
minutos no se pudieron despegar de la superficie del electrodo sin
romperse, lo que impidid que se midiera su espesor con el microscopio.
Ademas de obtener medidas del espesor de la capa, el microscopio éptico
permitié estimar el diametro de los poros de la membrana polimérica. Con
este fin, se selecciond la imagen correspondiente a la superficie de una
capa de polimero obtenida con un valor de ¢ (UV) de 3 minutos. En la

figura 7.5 se muestra dicha imagen obtenida por microscopia dptica.
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Figura 7.5.- Imagen obtenida por microscopia Optica de la superficie de
una capa de polimero impreso sintetizada sobre un electrodo de carbono

vitrificado para un ¢ (UV) de 3 min.

En la figura se observa que los poros tienen diversas formas y
tamafos. Mediante el programa Digital Micrograph 3.7.1 se midi6 el
didametro de un total de 1745 poros que aparecian en dicha imagen. Como
diametro de poro se tomd la mayor distancia entre dos tangentes
paralelas en lados opuestos de la seccion del poro recogida en la
micrografia. El valor promedio en este caso fue de 16 + 1 pm.

Dado que no fue posible despegar del electrodo las capas
poliméricas mas finas obtenidas con ¢ (UV) menores, las que se esperaba

que tuvieran mayor utilidad analitica, no se continud con este estudio.

Para estudiar el efecto de ¢ (UV) en la capacidad de reconocimiento
de la capa, se sintetizaron a partir de la misma mezcla de polimerizacién
electrodos modificados con polimero molecularmente impreso (MIPE) con
distintos ¢ (UV). Con cada electrodo se realizd una incubacion de 15
minutos en disoluciones de tolueno con concentracion creciente de HVA.
Después de eliminar el material débilmente adsorbido mediante lavado

con acetonitrilo durante cinco segundos, se realizd un barrido diferencial
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de pulso utilizando como electrolito de fondo una reguladora de
citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 exenta de HVA, con un 40% de acetonitrilo, y
se midio la intensidad del pico del proceso de oxidacién del HVA a un

potencial de 850 mV.

En la figura 7.6 se muestran las curvas de respuesta de tres MIPEs

sintetizados tras un valor de £ (UV)de 1, 2 y 3 minutos.

_ 6.0x107
aat 40000
A oo =
A o - 20x10°
”_“.lla.. 0.0
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0

log ([HVA]/M)

Figura 7.6. (Tablas, T-13).- Curvas de respuesta para tres MIPEs
sintetizados a distintos ¢ (UV): (A): 1minuto; (CJ): 2 minutos; (e): 3
minutos; tras incubaciones de 15 minutos en disoluciones de HVA en
tolueno. Las medidas se realizaron en una disolucion de citrato/HCI 0.1 M

y pH=1.10 exenta de HVA, con un 40% de acetonitrilo.

La siguiente figura (7.7) es una ampliacion de la figura 7.6 en el rango de

concentraciones de HVA mas bajas.
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Figura 7.7.- Curvas de respuesta para tres MIPEs sintetizados a ¢ (UV)
distintos: (4): 1minuto; (m): 2 minutos; (®): 3 minutos; para la zona de

concentraciones de HVA mas bajas.

Podemos observar que a bajos ¢ (UV) el menor espesor de la capa
esta ligado a una mayor capacidad de reconocimiento de la misma. En
consecuencia, el tiempo éptimo de irradiacién para producir electrodos

modificados con una buena respuesta voltamétrica fue de un minuto.

Ademas, en todos los casos, la curva de respuesta obtenida al
ajustar la concentracion de HVA a una escala logaritmica es exponencial,
asemejandose a las obtenidas empleando anticuerpos naturales como
elementos de reconocimiento, hecho que concuerda con el

comportamiento esperado de receptores biomiméticos artificiales.
B. Proporciones en la mezcla de prepolimerizacion

La proporcidon entrecruzador: mondmero funcional se mantuvo en
una relacion 1:4 puesto que es una relacion cominmente empleada en la

bibliografia. En cuanto al volumen Optimo de disolvente porogénico, en

base a estudios previos*®* se escogié un volumen de porégeno de 250 .
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Se selecciond como medio de incubacién el pordgeno empleado en
la mezcla de polimerizacidon, en nuestro caso tolueno, puesto que hay
estudios que indican que se obtiene una mayor capacidad de
reconocimiento cuando la etapa incubacién se realiza en ese medio®*.
Ademas, el disolvente de incubacion idealmente ha de proporcionar un
medio apolar que favorezca la formacion de puentes de hidrégeno, puesto
que es la interaccion mas fuerte e importante en el reenlace, como

demostraron los calculos DFT realizados (secciones 4.2.6 y 4.2.7).

C. Optimizacion del disolvente porogénico

Con el fin de comprobar la idoneidad del disolvente porogénico
predicho por los métodos tedricos, se modifico un electrodo con una
pelicula polimérica sintetizada con acetonitrilo como disolvente
porogénico. En este caso no se observd respuesta después de una
incubacion en las mismas condiciones. También se realizaron calibrados
con capas sintetizadas en tolueno y cloroformo en estas condiciones
(figura 7.8), obteniéndose un valor promediado para la sefial del MIPE
veinticinco veces superior cuando se emplea como disolvente porogénico

el tolueno. Este hecho experimental confirma los resultados tedricos.

1 4.0x107
. % 30x10° <
1 2.0x10° 7
. 4 1.0x10°
e eeeeg,,aa ALY [,
-6 -4 -2 0

log ([HVA]/M)

Figura 7.8. (Tablas, T-14).- Representacién semi-logaritmica de los
calibrados para dos electrodos modificados con polimero molecularmente
impreso sintetizados en tolueno (¢) y cloroformo (a) con un valor de
t (UV) de dos minutos.
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Puesto que la incubacién se realiz6 en tolueno y la medida se realizo
en electrolito acuoso, se necesitd introducir una etapa adicional con el fin
de eliminar adsorciones inespecificas, y favorecer la miscibilidad con el
medio de medida. Después de varias pruebas de miscibilidad, se observd
que el acetonitrilo era el mejor disolvente. Se optimizd también la duracion
de esta fase. Como muestra la figura 7.9, la sefal es bastante estable con
el tiempo. En base a este estudio, y por conveniencia operacional, se

escogio finalmente un tiempo de 5 segundos.

2.0
° o o
1.5 1 L] i o ® o °®
1.0 -
0.5 -
0.0 A4 4 4 a4 a4 4 4 4 ‘

t/min

Figura 7.9. (Tablas, T-15).- Variacion de la intensidad de corriente para un
electrodo modificado con polimero molecularmente impreso (MIPE) (o) y
para un electrodo modificado con polimero no impreso (NIPE) (4)
sintetizados a un valor de ¢ (UV) de un minuto frente al tiempo de lavado
en acetonitrilo después de una incubacién en una disolucion de HVA de
concentracién 5x10 M en tolueno. Las medidas voltamétricas se
realizaron en una disolucién de citrato/HClI 0.1 M y pH=1.10 exenta de

HVA, con un 40% de acetonitrilo.

Para dicho tiempo, la senal obtenida para MIPE es en promedio

dieciocho veces mayor que para NIPE.
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Se evalud también la influencia de la sefial con el tiempo de
equilibrado en el medio de medida (citrato/HCl 0.1 M de pH=1.10 con un
40% de acetonitrilo), advirtiéndose una ligera disminucion de la misma a
medida que aumentaba el tiempo de equilibrado en el medio. En
consecuencia, se escogid como tiempo optimo de equilibrado 10 segundos
(Tablas, T-16).

D. Optimizacion del monémero funcional

Con objeto de estudiar la influencia del mondémero funcional en la
capacidad de reconocimiento del sensor se sintetizaron electrodos
modificados con polimero molecularmente impreso (MIPE) y no impreso
(NIPE) a un ¢ (UV) de un minuto en tolueno y DMSO empleando TFMAA,
MAA y VPY como mondmeros funcionales (la baja solubilidad del
monomero VPY en tolueno impide la preparacién de un MIPE o NIPE en

este disolvente, aunque es posible sintetizarlos en DMSO).

En la tabla 7.3 se recogen las intensidades de corriente para MIPE y
NIPE cuando se incuban en una disolucion de HVA de concentracion
5x10° M en tolueno y en DMSO, el mejor y el peor disolvente porogénico

respectivamente, segun las predicciones teoricas.
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Tabla 7.3.- Intensidades de corriente obtenidas para MIPE y NIPE
sintetizados a un ¢ (UV) de un minuto con distinto mondmero funcional y
disolvente porogénico e incubados en una disolucion de HVA de

concentracion 5x10° M en tolueno y DMSO.

i/pHA
Tolueno DMSO

MIPE/TFMAA 1.45 0.86
NIPE/TFMAA 0.07 0.73

MIPE/MAA 1.05 0.51

NIPE/MAA 0.10 0.59

MIPE/VPY - 0.18

NIPE/VPY - No detectado

El mondmero funcional éptimo en tolueno es el TFMAA, ya que es el
que conduce a una mayor corriente de pico, seguido del MAA. La relacion
MIPE/NIPE es del orden de 20 veces para TFMAA y de 10 veces para MAA,
lo que confirma nuevamente el acierto en la seleccion del TFMAA como
mondmero funcional.

Utilizando DMSO como disolvente, el efecto de la impresion
molecular se diluye, ya que disminuyen las corrientes de pico para MIPEs
y aumentan las de los NIPEs, reduciéndose las diferencias de
comportamiento entre el MIPE y el NIPE para los mondmeros estudiados.
En consecuencia, el elemento de reconocimiento con mayor afinidad por el
HVA es el que se obtiene empleando TFMAA como mondmero funcional y
tolueno como disolvente porogénico, de acuerdo con las predicciones
computacionales.

Por ultimo, la figura 7.10 verifica estas conclusiones. En la misma se
representan las curvas de calibracién para dos MIPEs de TFMAA y MAA

sintetizados en tolueno.

176



Construccién de un sensor voltamétrico para HVA

i/pHA

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

[HVA]/uM

Figura 7.10. (Tablas, T-17).- Graficas de calibracion obtenidas para dos
MIPEs sintetizados con TFMAA (e) y MAA (a) en tolueno tras un valor de
t (UV) de un minuto. Las medidas voltamétricas se realizaron en una
disolucion de citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 exenta de HVA, con un 40% de

acetonitrilo.

E. Efecto de agentes retardantes de la polimerizacion

Los agentes retardantes o inhibidores de la polimerizaciéon, como por
ejemplo el polivinilacetato (PVAC) o el isooctano, se han empleado
recientemente en la sintesis de peliculas delgadas de polimeros acrilicos.
En la bibliografia se han encontrado tres referencias relativas al efecto de
los agentes retardantes o inhibidores de la polimerizacidn en la sintesis de
peliculas delgadas de polimero acrilico®®3%, Segun los autores, el empleo
de retardantes de la polimerizacidon induce una separacion de fases, que
en teoria generaria un mayor numero de poros en la membrana. Estos
poros favorecerian la migracion del analito a través de la capa vy

39 Las capas de polimero

mejorarian la capacidad de reconocimiento
acrilico que contienen PVAC como agente retardante se sintetizan sobre
una superficie de silicio y se realizan ensayos de unidon con objeto de

determinar la capacidad de reconocimiento del polimero. En estos
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estudios, la mezcla optima que conduce a una mayor capacidad del
polimero es la formada por dietilenglicol dimetiléter (diglyme) como
disolvente porogénico y un 10% p/v de PVAC. Una posible explicacion que
se puede dar a este hecho experimental es que la adicién de un polimero
lineal no reactivo en la mezcla de prepolimerizacion induce la separacion
de fases de una forma mas agresiva y consecuentemente favorece la
formacién de poros en el polimero.

Con objeto de comprobar el efecto del agente retardante o inhibidor
de la polimerizacion en la capacidad de reconocimiento del sensor, se
sintetizaron electrodos modificados con polimero impreso empleando
diglyme como disolvente porogénico con diferentes proporciones de dos
tipos de retardantes: isooctano, un retardante no vinilico y de caracter
apolar, y polivinilacetato, un retardante polimérico lineal y de caracter
polar.

Cabria esperar que el efecto retardante o inhibidor de Ia
polimerizacion se pusiera de manifiesto mediante un aumento de ¢ (UV).
Cuanta mayor fuera la proporcién del agente retardante en la mezcla,
mayor seria el ¢ (UV) necesario para formar una fina membrana.

Las figuras 7.11 y 7.12 muestran el efecto inhibidor de la

polimerizacion para los dos retardantes ensayados.

35
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% Isooctano

Figura 7.11. (Tablas, T-18).- Influencia del porcentaje de isooctano en el

t (UV) necesario para iniciar la polimerizacion.
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Figura 7.12. (Tablas, T-19).- Influencia del porcentaje peso/volumen de

polivinilacetato en el ¢ (UV) necesario para iniciar la polimerizacion.

El empleo de isooctano como retardante de la polimerizacién
conduce a una variacion practicamente lineal de ¢ (UV) con el porcentaje
de retardante. A medida que aumenta el porcentaje de isooctano en la
mezcla, ¢ (UV) aumenta, desde los diez minutos para una mezcla en
diglyme puro sin inhibidor, hasta los treinta minutos, cuando el disolvente
es Unicamente isooctano.

Sin embargo, el empleo del polivinilacetato como agente retardante,
conduce a un comportamiento distinto. A medida que el porcentaje de
inhibidor aumenta, ¢ (UV) disminuye, justo lo contrario que ocurria con el
isooctano. Este hecho, lejos de contradecir la idea de que el PVAC inhibe
la polimerizacion, lo que refuerza es una evidencia experimental: a medida
que aumenta el porcentaje de PVAC, la mezcla se hace visiblemente mas
densa, requiriendo menor ¢ (UV) a medida que aumenta el porcentaje de
PVAC.

Cuando se realiza la experiencia con varias capas sintetizadas en
diglyme como disolvente porogénico con diferentes proporciones de PVAC
y se incuban en una disolucién de HVA 4.76x10* M en diglyme, se

observa que lejos de aumentar la capacidad de reconocimiento del sensor
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con un aumento de la concentraciéon de inhibidor, ésta disminuye

ligeramente como se demuestra en la figura 7.13.
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Figura 7.13. (Tablas, T-20).- Variacion de la intensidad de corriente con el
porcentaje peso/volumen de polivinilacetato para una capa sintetizada con
diglyme como disolvente porogénico. La incubacion se realizd en una

disolucién de HVA de concentracidn 4.76x10™ M en diglyme.

En la bibliografia encontrada se emplearon porcentajes de PVAC
hasta de un 10 % p/v. En nuestro caso, fueron ensayados porcentajes
superiores, sin embargo, la dificil solubilidad del PVAC en diglyme y
tolueno y la gran densidad que adquiria la mezcla de polimerizacion no
permitid sintetizar capas finas con adecuadas caracteristicas de

reconocimiento.

Un comportamiento similar al PVAC se observd cuando se
sintetizaron capas en diglyme con diferentes proporciones del otro
retardante estudiado, isooctano, y se incubaron en una disolucién de HVA
de concentracién 4.76x10* M en diglyme. Al igual que con PVAC, la
intensidad de la sefial disminuye a medida que aumenta el porcentaje de

retardante en la mezcla de polimerizacion (figura 7.14).
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Figura 7.14. (Tablas, T-21).- Variacion de la intensidad de corriente con el
porcentaje de isooctano para una capa sintetizada con diglyme como
disolvente porogénico. La incubacion se realizd en una disolucién de HVA

de concentracion 4.76x10 M en diglyme.

Para terminar de confirmar que efectivamente el empleo de
retardantes de la polimerizacidn no mejora la capacidad de reconocimiento
del sensor independientemente del disolvente porogénico empleado, se
realizd un experimento paralelo al anterior, en el que se sintetizaron
membranas poliméricas con diferente proporcion de isooctano empleando
como disolvente porogénico tolueno en lugar de diglyme. La incubacién se
realizd en una disolucién de HVA de concentracion 4.76x10* M en tolueno.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.15.
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Figura 7.15. (Tablas, T-22).- Variacion de la intensidad de corriente con el
porcentaje de isooctano para una capa sintetizada con tolueno como
disolvente porogénico. La incubacion se realizd en una disolucién de HVA

de concentracion 4.76x10* M en tolueno.

Nuevamente, se observa la misma tendencia comentada
anteriormente: una disminucién de la intensidad de corriente a medida
que aumenta el porcentaje de retardante en la mezcla. Esto nos permite
afirmar que en este caso el efecto del retardante en la membrana lejos de
aumentar la capacidad de enlace de la misma, la disminuye. Estos datos
indican también que la sensibilidad de la medida depende de la capacidad
de preconcentracion de HVA en el polimero durante la etapa de
incubacion. Cuando se reduce esta capacidad porque el polimero
sintetizado tiene una estructura muy abierta (si se ha usado mas
disolvente porogénico o retardantes) se preconcentra una cantidad menor
y disminuye la senal.

Por ultimo, se puede afirmar que la utilizaciéon de tolueno como
disolvente porogénico aumenta la sensibilidad de la capa en mas de tres
veces con respecto a una membrana sintetizada con diglyme. Con el fin de
asegurar esta conclusién se llevd a cabo un ensayo en el que se
sintetizaron capas de polimero en diglyme y tolueno como disolvente
porogénico incubando en diferentes disolventes de incubacion. Los

resultados obtenidos se recogen en la figura 7.16.
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Tolueno Diglyme
Disolvente de Incubacion

Figura 7.16. (Tablas, T-23).- Variacion de la intensidad de corriente con la
naturaleza del disolvente de incubacidn para capas sintetizadas en tolueno

(W) y capas sintetizadas en diglyme ([i]), respectivamente. La incubacion

se realizd en una disolucidon de HVA de concentracion 4.76x10™ M.

Como se puede apreciar, las capas sintetizadas e incubadas en
tolueno presentan una capacidad de enlace cuatro veces mayor con
respecto a capas sintetizadas en tolueno pero incubadas en diglyme. Por
otro lado, las peliculas poliméricas sintetizadas en incubadas en diglyme
presentan idéntico comportamiento: mayor retencion del analito cuando la
incubacion se realiza en el disolvente porogénico.

Se comprobd por tanto un “efecto de memoria”, obteniéndose
mayores capacidades de reconocimiento del sensor cuando las
membranas se sintetizan e incuban en el mismo disolvente.

En definitiva, la incorporacion de agentes retardantes en la mezcla
de polimerizacién lejos de mejorar las capacidades de enlace del polimero,

las empeora, por lo que no se emplearan en el futuro.
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F. Optimizacion del tiempo de incubacion

La figura 7.17 muestra cdmo varia la intensidad de corriente de un
electrodo modificado con polimero impreso (MIPE) con el tiempo de
incubacion. Puesto que no se observd un aumento de sefial apreciable por
encima de 15 minutos para una concentracion de HVA determinada, el

tiempo de incubacidn en sucesivas experiencias se fijé en ese valor.
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Figura 7.17. (Tablas, T-24).- Variacion de la intensidad de corriente de un
MIPE sintetizado a un ¢ (UV) de un minuto con el tiempo de incubacion en

tolueno para una concentracién de HVA de 5x10™ M.

G. Seleccion del disolvente de lavado

Se ensayaron distintos disolventes con el fin de regenerar la fase
sensora. Se encontrd que 10 minutos de lavado en una mezcla de dioxano
con un 20% v/v de metanol después de cada incubacién fue suficiente

para registrar fondos completamente limpios en el barrido de potenciales.
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7.3.2.- Relacion de senales MIPE/NIPE en las condiciones

seleccionadas

En la figura 7.18 se presenta la sefial voltamétrica obtenida para un
electrodo modificado con polimero molecularmente impreso (MIPE) y para
un electrodo de control o modificado con polimero no impreso (NIPE)
sintetizados en tolueno para un ¢ (UV) de un minuto. Puesto que los dos
electrodos recibieron el mismo tratamiento, se puede constatar que la
diferencia de respuesta observada se debe a la presencia de HVA en la

mezcla de polimerizacion, y al éxito del proceso de impresién molecular.

2.3

Figura 7.18.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido con un MIPE
(linea de trazo grueso) y un NIPE (linea de trazo fino) en una reguladora
de citrato/HCI 0.1 M y pH=1.10 exenta de HVA con un 40% de
acetonitrilo, previa etapa de incubacion en una disolucion de HVA de
concentracién 5x10° M en tolueno. Las lineas de trazo discontinuo

corresponden a los fondos obtenidos en cada caso.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede confirmar que tanto
la seleccion a priori de los mondmeros y el pordogeno utilizados en el
polimero, como las condiciones experimentales utilizadas conducen a un

eficaz elemento de reconocimiento en el sensor.
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7.3.3.- Estudio electroquimico de la permeabilidad de las capas

poliméricas con electrodo de disco rotatorio

A. Fundamento

En la bibliografia se encontraron varios modelos que describen el
transporte de materia de especies en disolucion en superficies electrédicas

a través de capas de polimero’!!318,

Los procesos de reduccién y oxidacion de especies en disoluciéon a
través de electrodos modificados con polimeros en intervalos de potencial
donde el polimero no es electroactivo han sido abordados tedricamente
mediante dos modelos distintos. Ambos comienzan tratando el polimero
como una capa finita en contacto con una regién semi-infinita, que es la

disolucion.

Gueshi, Tokuda y Matsuda*'® propusieron el modelo de agujeros o
pinhole model. En este modelo, el polimero se considera como una capa
no porosa en la superficie electrddica que contiene como defectos muchos
agujeros pequenos. El transporte de masa de las especies en disolucion a
la superficie electrédica tiene lugar por difusidon a través de dichos canales

llenos de disolucion.

El modelo denominado modelo de membrana, se basa en la
suposicion de que se establece un rapido equilibrio de reparto en la
interfase polimero/disolucidn, por lo que es el que mejor se adapta a las
membranas poliméricas preparadas en este trabajo. El modelo ha sido

d320

desarrollado para cronoamperometria por Peerce y Bar y para medidas

amperométricas con electrodo de disco rotatorio por Gough y Leypoldt®*..
Estos Ultimos autores plantearon un modelo basado en la ecuacion de

Koutecky-Levich. Las ecuaciones que propusieron fueron las siguientes:
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1

iy =1,
1+ %

donde i, representa la corriente de difusién, i; la corriente limite de

[7.1]

Levich, y P, y P, representan la permeabilidad de la disolucién y la

membrana, respectivamente.

La corriente de Levich se calcula segun la ecuacion:

ir=0.62nFAD"v"° C y00"” [7.2]

Donde » es el niumero de electrones intercambiados durante la reaccion
en el electrodo, F es la constante de Faraday (96487 Culombios/mol), 4
el 4rea de la superficie electrddica (en cm?), D el coeficiente de difusidn
de las especies en disolucidn (en cm?/s), v la viscosidad cinematica de la
disolucién (1.0038x10% cm?/s a 20°C), Cs la concentracién de especies
reaccionantes en la disolucion (en mol/cm®) y w la velocidad de rotacion

del electrodo rotatorio (en rad/s).

La permeabilidad de la disolucion se expresa como:

p=" [7.3]

Donde 6, , el espesor de la capa de difusion en la interfase liquida de la

membrana y que se calcula como:

5d :].6D1/3V1/6CO_1/2 [7.4]

La permeabilidad de la membrana se deduce de la expresion:
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p _ 2D, [7.5]

Donde o es el coeficiente de reparto, D,, el coeficiente de difusion de las
especies reaccionantes en la membrana y 4, es el espesor de la

membrana. Dividiendo la corriente limite por el area superficial se obtiene:
i, = ’j =0.62nF D> v C, '’ [7.6]

Y sustituyendo las ecuaciones [7.4]-[7.6] en la ecuacion [7.1] se obtiene:

-1

l/
: 173 1/6 -1/2
o= =0.62nF D! Cho' x| 1+ 16D 01" [7.7]

{%.)

Donde j,es la densidad de corriente de difusion. Debido a la formacion del
polimero sobre la superficie del electrodo no toda el area superficial estara
disponible para dar lugar a la reaccién, por lo que a priori no podemos

calcular ;.

Empleando la relacidon entre i; e i; (ecuacidon [7.1]) y teniendo en

cuenta la ecuacion [7.3] y [7.4] llegamos a la ecuacion siguiente:

D
_ (1.6D ”3v”6a)'”2)
i, =i, 1+ [7.8]

P

m

Donde i; es la corriente de difusion que se mide, D es el coeficiente de

difusion de la especie electroactiva en disolucion, v es la viscosidad

188



Construccién de un sensor voltamétrico para HVA

cinematica del medio y w es la velocidad de rotacién. Todos estos
parametros son conocidos excepto 4, el area de la superficie electrodica y
P,, la permeabilidad de la capa.

Dividiendo la expresion [7.8] por el area superficial se obtiene una
expresion para j; [7.9], que relaciona la densidad de corriente limite con la

corriente de difusion:

i % 6D"3 vz/aw—z/z)
— 1|1 g 7.
Nk . [7.9]

m

J =

En el método propuesto por J.I. Reyes De Corcuera vy
colaboradores®”?, se empled un procedimiento iterativo para calcular
simultdneamente tanto el area superficial como la permeabilidad de la
capa.

Para ello, se midi6 i; a diferentes velocidades de rotacidon para un
electrodo de carbono vitrificado sin modificar e i, para un electrodo de
carbono vitrificado modificado con una capa polimérica. Con el valor de
area obtenido para el electrodo de carbono Vvitrificado sin modificar
(calculada a partir de la ecuacién de Levich o Cottrell) se calculd j; ... para
cada velocidad de rotacién. Para el caso de un electrodo modificado con
membrana polimérica es necesario emplear un método iterativo, por lo
que se utilizd la funcidon Solver de Microsoft Excel 2003. Inicialmente, se
dio un valor de siembra para el area superficial 4, y para la permeabilidad
de la membrana P,, en la ecuacidn [7.9], de forma que se pudo obtener
un valor estimado denominado j;.... para cada velocidad de rotacion.

Se tomaron los logaritmos decimales de jpure Y jrcae Y S€ calculd RSS
(la suma del cuadrado de las diferencias entre los valores log(jisare) Y
log(jcaic) para cada velocidad de rotacion) y 7SS (la suma del cuadrado de
las diferencias entre log(j;+..) para cada velocidad de rotacidon y la media

de log(jsare)). La convergencia del proceso iterativo tiene lugar cuando se
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minimiza la relacion RSS/TSS para que R’ (I-RSS/TSS) alcance un valor

proximo a 1.

Como se observa en la ecuacién [7.6], j. es lineal con la raiz
cuadrada de la velocidad de rotacidon y es independiente de la capa. De
este modo, una vez que se da un valor de siembra al area superficial, 4, y
se calcula j;..., este valor diferira de la densidad de corriente real j;pare
medida con un electrodo de carbono vitrificado sin modificar en un factor

constante, confirmando que el valor de P,, es correcto.

Otro método alternativo para calcular P, y 4 es a través de la
ecuacion de Koutecky-Levich (expresiébn obtenida a partir de la

reordenacion de los términos de la ecuacion [7.7]).

i: ! + 12/3 176 1]/2 [7.10]
i, nFAC,P, 0.62nFAD’"v7''°C,
De la ordenada en el origen del ajuste i;’ frente a »'?, puede

determinarse el producto de 4 por P, y A puede calcularse de la
pendiente. Los dos sumandos de la ecuacién representan respectivamente
las velocidades de difusién del soluto a través de la membrana y a través
de la capa de Levich en disolucion.

Si D*v"w'? << P, (el caso de una capa muy fina o de un elevado
valor de P,,), la difusion a través de la capa de Levich es la mas lenta de
las dos y un ajuste i;’ frente a w ™~ es lineal con ordenada en el origen
igual a cero (ecuacidn de Levich). Si la difusion a través de la membrana

es mas lenta, de la ordenada en el origen puede calcularse P,..

Se pueden extraer importantes conclusiones a partir de la ecuacién

de Koutecky-Levich:
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1. La pendiente de la ecuacion debe conducir al mismo valor de D
para un electrodo de carbono vitrificado sin modificar en electrodo
rotatorio, independientemente del valor de Cz o espesor de la

membrana, 9J,,.

2. La ordenada en el origen deberia ser inversamente proporcional a

Cpy directamente proporcional a J,,.

La principal limitacion de este método es que requiere de una
extrapolacién de los datos a partir de la pendiente y la ordenada en el
origen de la recta de Koutecky-Levich para obtener 4 y P,, mientras que
el método propuesto por J. I. Reyes De Corcuera y colaboradores permite
calcular simultdneamente los dos parametros, aunque sea preciso cierto

trabajo computacional.

A continuacién, se mostraran diversos estudios que tienen por
objeto estudiar el proceso de electrodo y comparar los resultados
obtenidos tanto aplicando el método iterativo como el método de

Koutecky-Levich.

B. Caracterizacion del proceso de electrodo

En primer lugar se estudid el proceso anddico principal del HVA. El
estudio consistid en observar la influencia de la velocidad de barrido de
potenciales sobre las corrientes de pico a una concentracién fija de HVA.
Para ello, se sintetizo un electrodo modificado con polimero
molecularmente impreso empleando TFMAA como mondmero funcional y
tolueno como disolvente porogénico con un valor de ¢ (UV) de un minuto.
Tras un periodo de incubacion de 15 minutos en una disolucién de HVA
0.1 M en tolueno, se realizd un barrido de potencial lineal en una

disolucién reguladora de citrato/HCI 0.1 M de pH=1.10 exenta de HVA y
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con un 40% de acetonitrilo a una velocidad de barrido de potencial entre
5y 1000 mv/s. Posteriormente se lavo la capa polimérica con dioxano con
un 20% v/v en metanol y se realizd una nueva incubacion y medida a otra
velocidad de barrido distinta. Los resultados obtenidos se recogen en la
figura 7.19.

500+
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100

0.0 \ \ \ |
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v'’? [(mV.s™ )1/2

i/pA

Figura 7.19. (Tablas, T-25).- Variaciéon de la intensidad de pico anddico
con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de potenciales a una

concentracion de HVA de 0.1 M en tolueno.

Los datos experimentales se ajustan a la ecuacion que se presenta a

continuacion:

i/A=1.31x10" v%/(mV/s)?+2.64x107 r=0.997 n=9

Se demuestra una variacion lineal de la intensidad de pico anddico
con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de potenciales, lo que
indica que el proceso de electrodo esta controlado por la difusién de la

especie electroactiva a la superficie electrodica.
Puesto que las medidas estan realizadas en una disolucién exenta de

HVA, esa difusidn tiene lugar dentro de la capa polimérica impresa para

HVA, donde se preconcentrd de manera efectiva este compuesto.
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C. Calculo del area efectiva del electrodo y coeficiente de
difusion de HVA, cloruro de hexaaminrutenio (III) y

ferricianuro potasico en disolucion

El area superficial del electrodo se puede calcular de forma
independiente mediante la pendiente de la ecuacion de Koutecky-Levich
que vimos anteriormente [7.10] o mediante la ecuacion de Cottrell [7.11],
que describe la variacion de la intensidad de corriente de difusidon con el
tiempo:

1
nFA(D )?

i, (t)=—7——GC, [7.11]
iz

Donde:

n= numero de electrones involucrados en la reaccion

F= constante de Faraday (96487 Culombios/mol)

A= &rea efectiva del electrodo, en cm?

D= coeficiente de difusion de las especies en disolucién, en cm?/s
t= tiempo en segundos

Cy= concentracion inicial de la especie electroactiva, en mol/cm?

En esta ecuacidn todas las variables son conocidas excepto 4 y D.

Existen valores tabulados de D para diversas especies, entre ellas, la del

par reversible ferro/ferricianuro potasico®?®

7.4.

como se recoge en la tabla
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Tabla 7.4.- Valores tabulados de coeficientes de difusion en disolucién
para el par reversible ferro/ferricianuro potasico de concentraciéon 1 mM
en KCl 0.1 M a 25°C°%,

Especie en disolucion/ 2

KCl 0.1 M D (cm’/s)
Ferrocianuro potasico (6.50 £ 0.02) x 10°®
Ferricianuro potasico (7.62 + 0.02) x10°®

Si se realiza una cronoamperometria, es decir, una monitorizacién de
la intensidad de corriente de difusion con el tiempo a potencial constante
para ferricianuro potasico en las mismas condiciones en las que esta
tabulado su coeficiente de difusién, de la pendiente de la recta i;vs. ¢
se extrae el area efectiva del electrodo, 4. Una vez conocida el area
efectiva del electrodo modificado o sin modificar, se pueden realizar
cronoamperometrias con diversas especies en disolucion y conocer su

coeficiente de difusion.

Para realizar el cdlculo del area efectiva y de los coeficientes de
difusion de las especies en disolucion para un electrodo sin modificar se
emplearon tres moléculas de diferentes tamafios y cargas: la propia
molécula molde, acido homovanillico (neutro), cloruro de hexaaminrutenio
(ITIT) (cargado positivamente) vy ferricianuro potasico (cargado
negativamente). La seleccién del cloruro de hexaaminrutenio (III) y del
ferricianuro potasico se realizo atendiendo a su comportamiento reversible
con objeto de evitar el envenenamiento del electrodo por generaciéon de

productos de oxidacion o reduccion durante las amperometrias.
Se prepararon patrones puros de HVA, cloruro de hexaaminrutenio

(I1I) y ferricianuro potasico de concentracién 1x10°> M en una reguladora

de citrato/HCI 0.1 My pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo y se realizaron
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las correspondientes amperometrias de 5 segundos a un potencial
constante de: +0.1 V para ferricianuro potasico, -0.40 V para cloruro de
hexaaminrutenio (III) y +1.10 V para HVA. (Previamente se realizaron
cronoamperometrias con ferricianuro potasico de concentracién 1x10° M
en KCl 0.1 M al mismo potencial y tiempo de aplicacién con objeto de
calcular el area efectiva del electrodo). Los valores de area del electrodo y
coeficientes de difusidn en disolucion de las especies estudiadas se

recogen en la tabla 7.5.

Tabla 7.5.- Area efectiva del electrodo de carbono vitrificado sin modificar
y coeficientes de difusion en disolucion para HVA, cloruro de
hexaaminrutenio (III) y ferricianuro potasico en una reguladora de
citrato/HCI 0.1 My pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo.

Especie en disolucién D (cm?/s) Area efectiva (cm?)
Citrato/HCI 0.1M
Acido homovanillico (7.21 £0.2) x 10°®
Cloruro de 6 0.071 + 0.001
hexaaminrutenio (III) (7.94 £ 0.18) x10
Ferricianuro potasico (7.63 £ 0.02) x 10°®

D. Estudio de la permeabilidad de la capa

El calculo del area efectiva y de los coeficientes de difusion de las
especies anteriores en disolucién se realizd con un electrodo de carbono
vitrificado modificado con polimero impreso (MIPE) y no impreso (NIPE)
acoplado a un dispositivo rotatorio de velocidad de rotacion controlada

que varia desde 500 hasta 3000 rpm.
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En la figura 7.20 se muestra un ejemplo de los cronoamperogramas
obtenidos para un MIPE en presencia de HVA a tres niveles de
concentracion distintos: 1x10> M, 5x10* M y 2.5x10* M para un valor de
t (UV) de un minuto.
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Figura 7.20.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de citrato/HCI
0.1 My pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo para un MIPE sintetizado tras
un minuto de ¢ (UV) en presencia de tres niveles de concentracion de
HVA: 1x10° M (linea de trazo grueso), 5x10* M (linea de trazo

discontinuo) y 2.5x10* M (linea de trazo fino).

En todos los casos, tanto para MIPEs como para NIPEs, cuando se
representa el inverso de la intensidad de corriente de difusion frente al
inverso de la raiz cuadrada de la velocidad de rotacién se obtiene un

ajuste lineal, cuya tendencia se muestra en la figura 7.21.
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Figura 7.21. (Tablas, T-26).- Representacion del inverso de las
intensidades de corriente de difusion frente al inverso de la raiz cuadrada
de la velocidad de rotacién para tres MIPEs de la misma composicién
sintetizados a tres ¢ (UV) distintos: (4) 3 minutos; (X) 1 minuto y (e) 30
segundos) y para un NIPE sintetizado a 180 segundos (m), para una

concentracion de HVA de 1x10° M.

Como cabia esperar, a medida que ¢ (UV) aumenta, el espesor de la
capa aumenta, y como consecuencia, las intensidades de corriente
registradas en presencia de HVA, disminuyen, lo que se traduce en
inversos de corriente de difusién mayores. Por otro lado, el NIPE presenta
menores intensidades de corriente que el MIPE para el mismo ¢ (UV) a las

velocidades de rotacién estudiadas.
E. Comportamiento diferencial MIPE/NIPE

En la figura 7.22 se observan los diferentes cronoamperogramas
obtenidos para un MIPE y un NIPE sintetizados en idénticas condiciones

para un valor de ¢ (UV)de un minuto en presencia de la molécula molde
HVA.
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Figura 7.22.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de citrato/HCI
0.1 M y pH=1.10 para MIPE (linea continua) y NIPE (linea discontinua)
sintetizados con un valor de ¢ (UV) de un minuto en presencia de HVA de

concentracion 5x10™ M.

Como puede observarse, las intensidades de corriente para el MIPE
son superiores a las observadas con el NIPE en presencia de HVA. Este
hecho diferencial no ocurre cuando los electrodos se encuentran en
presencia de ferricianuro potasico o cloruro de hexaaminrutenio (III)
(figuras 7.23 y 7.24), lo que podria indicar la formacion de sitios de union

especificos para HVA en el MIP, inexistentes en el NIP.
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Figura 7.23.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de citrato/HCI
0.1 M y pH=1.10 para MIPE (linea continua) y NIPE (linea discontinua)
sintetizados con un valor de ¢ (UV) de un minuto en presencia de

ferricianuro potdsico de concentracién 1x10° M.
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Figura 7.24.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de citrato/HCI
0.1 My pH=1.10 para MIPE (linea continua) y NIPE (linea discontinua)
sintetizados con un valor de ¢ (UV) de un minuto en presencia de cloruro

de hexaaminrutenio (III) de concentracién 1x107 M.

Empleando los dos métodos descritos con anterioridad (Koutecky-
Levich y procedimiento iterativo) se calcularon las permeabilidades de las
capas, asi como las areas efectivas de cada una de ellas. En la tabla 7.6 se
comparan los datos obtenidos para un MIPE y un NIPE sintetizados tras un

valor de ¢ (UV) de un minuto para las tres moléculas estudiadas.
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Tabla 7.6.- Comparaciéon de las permeabilidades de MIPE y NIPE
sintetizados en las mismas condiciones para un valor de ¢ (UV) de un
minuto segin los dos métodos estudiados (Koutecky-Levich vy

procedimiento iterativo).

ESpeCie en Pm (itera)x 10-5 Pm (Koute)>< 10-5 A (cmZ)
disolucion (cm?/s) (cm?/s)
MIPE | NIPE | MIPE | NIPE MIPE NIPE

1.60+ | 0.63+ | 4.96+ | 0.27+
0.31 | 0.04 | 0.21 0.03

HVA

Ferricianuro | 0.23+ | 0.31+ | 0.47+ | 0.12+

potasico 0.03 | 0.01 0.01 0.02 | 0.011+0.003 | 0.013+0.002
Cloruro de

. 4,18+ | 1.14+ | 9.23+ | 0.34+
Hexaamin

041 | 0.21 0.29 | 0.02
rutenio(III)

A la vista de los resultados, se puede afirmar que las areas efectivas
de MIPE y NIPE son practicamente iguales (considerando el error
experimental). HVA tiene permeabilidades superiores al ferricianuro
potasico, pero por otro lado inferiores al cloruro de hexaaminrutenio (III).
Si recordamos la ecuacion [7.5], la permeabilidad es la relacion entre el
coeficiente de difusidn y el espesor de la capa, todo ello multiplicado por
el coeficiente de reparto. Puesto que los coeficientes de difusion de las
moléculas estudiadas son similares y el espesor también ya que las capas
se sintetizan en las mismas condiciones y el mismo ¢ (UV) (un minuto), el
Unico factor al que se le puede atribuir tan diferente comportamiento es al
coeficiente de reparto.

HVA presenta un coeficiente de reparto mayor en la capa polimérica
que el ferricianuro potasico y menor que el cloruro de hexaaminrutenio
(III). El hecho de que la permeabilidad del cloruro de hexaaminrutenio

(III) sea superior al HVA en la capa puede fundamentarse en las
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caracteristicas de intercambiador idnico del polimero. En este caso
concreto, los sitios de unidon del polimero estan formados por acidos
carboxilicos y como es bien conocido, los acidos carboxilicos actian como
intercambiadores catidnicos débiles. De este modo, resulta una hipotesis
factible pensar que el polimero pueda intercambiar su cation por el catién
hexaaminrutenio (III) y asi conducir a un mayor coeficiente de reparto en
la capa, lo que explicaria la mayor permeabilidad observada tanto para el
MIPE como para el NIPE.

Estudiando de forma comparativa ambos métodos (procedimiento
iterativo y Koutecky-Levich), ambos demuestran una misma tendencia en
cuanto al comportamiento diferencial MIPE/NIPE para las distintas
moléculas. Los valores de permeabilidad por el método de Koutecky son
ligeramente distintos a los obtenidos por el método iterativo, hecho que

aparece igualmente confirmado en otras publicaciones®??.

Se puede observar también que la permeabilidad aparente en la
capa es un orden de magnitud mayor que los coeficientes de difusién
calculados para HVA en disolucién. Este hecho refuerza la hipétesis de que
existe un mecanismo de reparto entre la disolucion y la pelicula

polimérica.

En base a este estudio, se podria concluir que el mecanismo de
respuesta del sensor implicaria la preconcentracion del HVA en la capa
polimérica, seguida de difusion del mismo desde los sitios de unidn a la

superficie del electrodo.

7.3.4.- Calibracion

La respuesta del sensor a la concentracion de HVA en el medio de

incubacion se muestra en la figura 7.25.
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Figura 7.25. (Tablas, T-27).- Graficas de calibracion obtenidas mediante
voltametria diferencial de pulso para MIPE () y NIPE (a) sintetizados tras
un valor de ¢ (UV) de un minuto. El registro voltamétrico se realizd en una
reguladora de citrato/HCI 0.1 M exenta de HVA, con un 40% de
acetonitrilo y previa etapa de incubacién en una disolucion de HVA en

tolueno.

El rango lineal se extiende desde una concentracién de 1.0x10° M
hasta una concentracién de 1.0x10™ M. En este intervalo la ecuacién de la

recta se describe como:

i/A = (0.061% 0.002) [HVA]/M + (1.0  0.1)x107 r=0.996  n=9

La preconcentracién conseguida con el electrodo modificado conduce
a un limite de deteccién de 1.6x10® M mejorando en casi dos 6rdenes de
magnitud el limite de deteccidon conseguido con el electrodo de carbono
vitrificado sin modificar (2.3x10® M).

Promediando las relaciones de intensidad de corriente para MIPE y
NIPE en el intervalo de concentraciones estudiadas, se obtiene un valor
del MIPE 18 veces superior al del NIPE, hecho que pone de manifiesto un

claro efecto de impresion molecular.
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Por analogia con el funcionamiento de los inmunoensayos, a la
representacion de la intensidad de corriente frente a la concentracién de
analito se podria denominar “curva de dosis-respuesta”. En base a lo
expuesto en el apartado anterior, la intensidad podria considerarse como
una medida de la fraccién de HVA enlazada al polimero. Si realizamos la
representacion de la intensidad de corriente frente al logaritmo de la

concentracion de HVA se obtiene la grafica de la figura 7.26.
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Figura 7.26. (Tablas, T-28).- Grafica de calibracién en formato
semilogaritmico obtenida mediante voltametria diferencial de pulso para
un MIPE sintetizado a un valor de ¢ (UV) de un minuto. El registro
voltamétrico se realizd en una reguladora de citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10
exenta de HVA con un 40% de acetonitrilo, previa etapa de incubacién en

una disolucion de HVA en tolueno.

Esta curva de forma sigmoidal es la que cabria esperar en un
inmunoensayo. En este caso, el reactivo limitante seria el MIP y el
disolvente (agua, citrato) competiria con el HVA por los sitios de
reconocimiento de la pelicula polimérica. Por otro lado, las energias de
estabilizacion calculadas para la asociacion de TFMAA con agua o citrato
(seccidn 4.2.9) son superiores o del orden a las obtenidas para HVA con
este mondmero funcional, por lo que estos compuestos competirian
favorablemente con el HVA por los sitios de unidon en dicha capa

polimérica.
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7.3.5.- Reactividad cruzada

La seleccion de moléculas de prueba para el estudio de la
selectividad se realizd en base a la presencia de grupos funcionales
similares a los de la molécula molde con el fin de obtener informacion de
la naturaleza de los sitios de union en el polimero.

La incubacidon del MIPE, NIPE, y electrodo de carbono vitrificado sin
modificar (GCE), se llevd a cabo en una disolucion de HVA o uno de sus
tres analogos estructurales en tolueno para una concentracién 5x10° M
(figura 7.27).

o 0 0
HO HO
OH OH OH OH
OCH; OCH, OH OCH;
OH OH OCHs OH
HVA VMA IVMA MHPE
E/V 0.85 0.88 0.95 0.87
i(MIPE)/pA | 0.45 2.94 2.37 0.11
i(NIPE)/pA |  0.02 2.68 2.16 0.13
i(GCE)/pA 0.0 0.0 0.0 0.0
iMIPE/iNIPE 22 1 1 1

Figura 7.27.- Estructuras de las moléculas de prueba para la evaluacién de
la selectividad. Se detallan a su vez los potenciales de pico e intensidades
de corriente para el electrodo de carbono vitrificado sin modificar (GCE),
para MIPE y NIPE (sintetizados para un ¢ (UV) de un minuto), y la relacién
de intensidades MIPE/NIPE.
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A partir de los datos obtenidos puede deducirse que ninguno de los
compuestos seleccionados se adsorbe sobre la superficie de carbono
vitrificado, y consiguientemente la intensidad de la senal obtenida con los
electrodos modificados se debe atribuir en su totalidad a la especificidad

de fijacion en la capa polimérica.

La molécula de VMA, que posee un grupo carboxilo terminal y los
grupos metdxido e hidroxilo en las mismas posiciones que HVA, interfiere
fuertemente. La mayor intensidad de corriente encontrada en relacién al
valor obtenido con HVA después de una incubacién en las mismas
condiciones puede ser debida a contribuciones no especificas (del grupo
hidroxilo de la cadena lateral de dichos compuestos), puesto que también
aumenta relativamente la sefal obtenida con el electrodo modificado con

el polimero no impreso.

La molécula de IVMA se diferencia estructuralmente de la del VMA en
las posiciones de los grupos metdxido e hidroxilo, situados en las
posiciones 4 y 3 respectivamente. Con este compuesto se observa una
interferencia menor que en el caso anterior. Por lo tanto, el intercambio
de estos dos grupos funcionales con respecto al HVA hace que se
modifiquen ligeramente las propiedades de reconocimiento de los sitios de
union, contribuyendo aunque débilmente al reenlace del HVA. Este hecho

confirmaria los resultados tedricos expuestos anteriormente (seccién 4.3).

Por ultimo, la molécula de MHPE se diferencia de los demas
compuestos ensayados en que posee un grupo hidroxilo terminal en el
lugar del grupo acido del HVA, manteniendo las posiciones del grupo
metdxido e hidroxilo en posicion 3 y 4 respectivamente, como en la
molécula molde. En este caso no se observa interferencia con el HVA, a
pesar de la posibilidad de que puede formar un puente de hidrégeno a

través de los grupos hidroxilo y metdxido del MHPE.
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Por otro lado, las sefales del electrodo modificado con polimero
molecularmente impreso y no impreso son practicamente iguales, y mucho
menores que las obtenidas con HVA, lo que indica adsorcion inespecifica

del mismo.

Podemos concluir, por tanto, que la sustitucion del grupo acido del
HVA por un grupo hidroxilo modifica drasticamente la afinidad por el sitio
de reconocimiento. Dicho de otro modo, la formacion del doble puente de
hidrégeno entre los grupos acidos de la molécula molde y el sitio de unién
constituye la interaccion determinante en la capacidad de reconocimiento
del sensor (en mayor medida que la interaccidn con los grupos metdxido e
hidroxilo en posiciones 3 y 4 respectivamente), confirmando los resultados

obtenidos mediante calculos DFT.

Si se realiza el mismo estudio de reactividad cruzada para una capa
mas gruesa (tres minutos de ¢ (UV) en lugar de uno), se obtiene idéntico
comportamiento, aunque las intensidades de corriente son inferiores, ya
que como vimos con anterioridad, la capacidad de reconocimiento de la
capa decae con el espesor de las mismas y con el aumento del ¢ (UV). Los

resultados se recogen en la figura 7.28.
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Figura 7.28. (Tablas, T-29).- Intensidades de corriente para un MIPE
sintetizado tras 3 minutos de ¢ (UV) e incubado en una concentracion de

5x107 M en tolueno de las distintas especies interferentes estudiadas.
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7.3.6.- Estabilidad operacional, conservacion y vida util del

electrodo

Inicialmente los electrodos proporcionaban respuestas que
correspondian a electrodos muy bloqueados (bajas corrientes de carga), y
fue necesario un tiempo de equilibrio con un medio miscible en tolueno
previo a la medida para observar una sefal cuantificable. Esto podria
indicar que quedaba tolueno residual del proceso de preparacion dentro
de los poros del polimero, impidiendo la entrada del electrolito, puesto
que cuando se intentd establecer el equilibrado en disolucion acuosa no se
observd mejora en la respuesta. Con objeto de resolver el problema, los
sensores fueron introducidos en una disolucion de acetonitrilo durante
cinco segundos antes de cada medida. De esta forma, se asegurd la
eliminacion de material débilmente adsorbido en el electrodo y la
eliminacion del tolueno empleado como disolvente porogénico y disolvente

de incubacion.

Los electrodos asi preparados conservaron sus propiedades de
reconocimiento durante al menos 25 ciclos de lavado e incubacion, sin
observar pérdida apreciable de la sefal. En algunos casos fue posible

realizar mas de 80 ciclos de incubacion y lavado con un mismo electrodo.
Es fundamental almacenar el electrodo sumergido en un disolvente

organico (dioxano con un 20% v/v de metanol) que evite los cambios

dimensionales del polimero en el ciclo de humectacién y secado.

207



Construccién de un sensor voltamétrico para HVA

7.3.7.- Repetitividad y reproducibilidad

La reproducibilidad y reversibilidad del sensor se estudid repitiendo
el ciclo de medida incubacién-lavado con el mismo sensor y con distintos
sensores sintetizados en idénticas condiciones. Para incubaciones
sucesivas en una disolucién de HVA de 5x10° M en tolueno, la desviacion
estandar relativa de las medidas para el mismo electrodo se situd en torno
a un 3.2% (n=7), mientras que la desviacién estandar para electrodos

distintos sintetizados en idénticas condiciones fue de un 7.0% (n=16).
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7.4.- Analisis de HVA en orina

7.4.1.- Introduccion

Una vez estudiadas las caracteristicas analiticas del sensor en
patrones acuosos, el siguiente paso fue abordar el andlisis de HVA en
muestras bioldgicas, mas concretamente en orina.

En dicho fluido bioldgico, la excrecidn de dos de los productos finales
del metabolismo de catecolaminas, HVA y VMA, por encima de los valores
de referencia es indicativo de la existencia de desdérdenes esquizo-
afectivos y de la presencia de tumores de la cresta neural, como
neuroblastoma (tumor pediatrico) y feocromocitoma (tumor en adultos).
Por esa razon, la concentracion de HVA se ha utilizado desde 1957 como
diagnostico de estas enfermedades, y los cambios en esa concentracion

indican la evolucion de la enfermedad con el tratamiento®**.

El analisis de una muestra bioldgica supone de por si un importante
reto, ya que la matriz de la muestra puede resultar extremadamente
compleja, maxime cuando se trabaja, como es nuestro caso, sobre orina
de pacientes, que, en muchos casos, estaban siendo medicados con
distintos farmacos. Ademas, como se ha comentado en la seccion 7.1.4.D,
apenas existen trabajos en la bibliografia en los que se haya utilizado un
sensor electroquimico basado en MIPs para analisis de muestras reales.
Intentando superar estas limitaciones, se plantea como objetivo en este
apartado investigar el grado de exactitud de la respuesta del sensor,
contrastando nuestros resultados con los obtenidos a partir del analisis de

las muestras mediante HPLC.
Las muestras de orina manejadas en este estudio fueron

suministradas por el Hospital Central de Asturias de manera andnima y

fueron previamente analizadas por el laboratorio del Hospital mediante

209



Construccién de un sensor voltamétrico para HVA

HPLC en fase reversa, modo isocratico, con detecciéon electroquimica y

purificacién previa en columnas desechables de intercambio idnico.

7.4.2.- Analisis directo de orina con un electrodo de carbono
vitrificado sin modificar (GCE) por voltametria diferencial
de pulso (DPV)

Inicialmente, con objeto de determinar los procesos electroquimicos
presentes en la orina, se realizd un voltamperograma diferencial de pulso
con un electrodo de carbono vitrificado sin modificar en una mezcla de
orinas de pacientes diluida 1:10 en citrato/HCl de concentraciéon 0.1 M y
pH=1.10, adicionando a continuacion concentraciones crecientes de HVA.

Los voltamperogramas obtenidos se representan en la figura 7.29.
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Figura 7.29.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido con un
electrodo de carbono vitrificado sin modificar en un medio de orina diluida
1:10 con citrato/HCI de concentracion 0.1 M y pH=1.10 (trazo continuo).
Las lineas de trazo discontinuo se corresponden con adiciones sucesivas
de HVA para una concentracidn en celda de 2x10*M, 4x10*M y 6x10™M,

respectivamente.
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Como se puede apreciar, la orina presenta al menos tres procesos. El
pico a un potencial aproximado de 0.3 V es una interferencia que se
observa en todos las muestras procesadas, y que crece a lo largo de
barridos sucesivos, por lo que puede atribuirse a una especie que se
adhiere fuertemente sobre la superficie electrddica. Los dos picos
observados a 0.95 V y 1.10 V podrian corresponderse con los procesos del
HVA y VMA, que se encuentran en elevadas concentraciones en orina,
aungue sus potenciales estan excesivamente desplazados respecto de los
originales (recordemos que el potencial del HVA para un MIPE en
citrato/HClI 0.1M y pH 1.10 es de 0.85 V). En efecto, si la superficie
electrddica esta parcialmente bloqueada por componentes de la propia
matriz de la muestra, al afadir cantidades crecientes de HVA cabria
esperar un desplazamiento del potencial de oxidacién hacia valores
mayores.

La figura 7.30 muestra el comportamiento observado para la
intensidad de corriente cuando se realizan adiciones sucesivas de HVA
sobre una muestra de orina diluida 1:10 con citrato/HCl de concentracion
0.1 My pH=1.10.
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2.0 -

0-0 I T T 1
0.0 1x10™* 2x10™* 3x10™* 4x10™

i/HA

[HVA]/M

Figura 7.30. (Tablas, T-30).- Curva de adiciones estandar para un GCE en
orina diluida 1:10 con citrato/HCl de concentracién 0.1 M y pH=1.10.
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Como se puede observar, esta tendencia no es lineal y para poder
realizar la determinacion de HVA voltamétricamente se hace preciso

eliminar dichas interferencias de la matriz.

7.4.3.- Analisis directo de orina con un electrodo modificado con

polimero molecularmente impreso (MIPE) por DPV

Al igual que para el GCE, se investigaron los procesos en disolucion
para un MIPE sintetizado con un ¢ (UV) de un minuto cuando se realiza
una incubacién directa y sucesivas adiciones estandar de HVA para una
mezcla de orinas de pacientes diluida 1:10 en citrato/HCl de concentracion
0.1 M y pH=1.10. Los voltamperogramas obtenidos se muestran en la
figura 7.31.
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Figura 7.31.- Voltamperograma diferencial de pulso para un electrodo de
carbono vitrificado maodificado con polimero molecularmente impreso
(MIPE) sintetizado a un ¢ (UV) de un minuto tras una etapa de incubacion
en un medio de orina diluida 1:10 con citrato/HCl de concentracién 0.1 M
y pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo (trazo continuo). Las lineas de
trazo discontinuo se corresponden con adiciones sucesivas de HVA para
una concentracién en celda de 2.0x10% M, 1.4x10° M y 2.2x107 M,

respectivamente.
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Al igual que sucedia para el GCE, se observan tres procesos, sin
embargo, en este caso el potencial estandar del HVA no se encuentra tan
desplazado, lo que indica una menor adherencia de posibles interferentes
sobre la superficie electrodica, en definitiva, un menor envenenamiento
del electrodo. Aunque ésta es una caracteristica favorable para el sensor,
cuando se realiza la cuantificacion a partir de adiciones estandar, la
extrapolacién de la recta obtenida arroja una concentracion de HVA en la
muestra 42 veces superior a la concentracion obtenida por HPLC. Las

razones de esta sobreestimacidn pueden ser diversas.

Una de las hipétesis que se puede plantear es que en medio acuoso
moléculas potencialmente interferentes interaccionen con el sitio de union,
obteniéndose una sefial conjunta al mismo potencial de oxidacidon que el
HVA. Recordemos que en el apartado 4.3 se realiz6 un estudio tedrico de
reactividad cruzada. Los resultados obtenidos (basados en el calculo de la
energia de interaccion entre el mondmero funcional y andlogos
estructurales del HVA) apuntaban a que moléculas tales como VMA, THVA,
IAA, dopamina, epinefrina, norepinefrina, metanefrina y normetanefrina,
que también estan presentes en orina, podrian interferir fuertemente en la
determinacion de HVA. Ademas, como hemos visto, el agua compite por
los sitios de union del sensor, es mas, favorece el desalojo de la molécula
molde de los sitios de union y es posible que pueda favorecer la
interaccion de otras moléculas interferentes. En consecuencia, habra que
disefiar una estrategia que elimine potenciales interferentes, y ademas
permita realizar la incubacion en un medio organico, preferentemente

tolueno, como indican las predicciones tedricas.
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7.4.4.- Extraccion liquido-liquido de catecolaminas y eliminacion

de interferentes

Vistas las limitaciones del analisis directo en orina, se ensayd un
procedimiento de extraccidn en cloroformo citado en la bibliografia’®’ y
que se describié en detalle en la seccién 5.3.5 de este trabajo.

La hipdtesis de partida es que mediante la extraccidn se pueda
obtener de forma selectiva los metabolitos de las catecolaminas de
interés, fundamentalmente HVA, y eliminar otros posibles interferentes.
Las curvas DPV obtenidas después de la extracciéon para un MIPE

sintetizado con un ¢ (UV) de un minuto se presentan en la figura 7.32.
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Figura 7.32.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido en un medio
de citrato/HCl de concentracion 0.1 M y pH=1.10 con un 40% de
acetonitrilo para un MIPE después de una etapa de incubacién en un
extracto reconstituido en tolueno (trazo continuo). Las lineas de trazo
discontinuo se corresponden con adiciones sucesivas de HVA para una
concentracion en celda de 4.8x10° M, 9.48x10° M y 1.42x10* M,

respectivamente.

Se puede apreciar que el voltamperograma es mucho mas limpio, se

observa un Unico proceso, y ya no existen grandes desplazamientos de
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potencial del HVA, por lo que, aparentemente el procedimiento de

extraccion es capaz de eliminar gran nimero de interferentes.

A. Recuperacion

Este estudio se realizd adicionando concentraciones conocidas de
HVA sobre una mezcla de orinas de voluntarios sanos y cuantificando con
el sensor mediante adiciones estandar. La tabla 7.7 recoge los resultados

obtenidos para tres extracciones.

Tabla 7.7.- Recuperaciones obtenidas con un sensor sintetizado a un

t (UV) de un minuto para el procedimiento de extraccion en cloroformo.

[HVA]/M [HVA]/M %

adicionado | recuperado* | recupe.

Recta de adiciones n r

5.21x10° 3.12x10° 59.9 y=4.86x10>x+1.73x10° | 5 | 0.951
8.05x10° 4.69x107 58.2 y=3.90x10"*x+2.09x107 | 5 | 0.995
2.77x107° 1.64x10° 59.2 y=2.26x10?x+4.22x10° | 6 | 0.967

*Descontada la concentracion basal de HVA en la muestra.

Como se puede observar, las recuperaciones obtenidas con este

procedimiento son cercanas al 60%.

B. Analisis de HVA en orina de voluntarios sanos

La orina de voluntarios sanos contiene niveles basales de
catecolaminas: HVA, VMA, IAA, dopamina, epinefrina, norepinefrina,
normetanefrina, metanefrina, etc. Por esa razén, antes de estudiar la
concentracion de HVA en orinas de pacientes con esta metodologia, se

analizd una mezcla de orinas de voluntarios sanos con el sensor para
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325 se describen niveles

determinar el nivel basal de HVA (en la bibliografia
normales de HVA para adultos entre 0.7 y 6.9 mg/24h
(1.92x10°-7.08x10™ M)).

El valor promedio de HVA obtenido con el sensor para una mezcla de
orinas de voluntarios adultos sanos fue de (9.15+0.56)x10° M, que se

encuentra dentro del rango de normalidad.

C. Analisis de HVA en orina de pacientes

En la tabla 7.8 se muestran las referencias de las muestras
analizadas, las concentraciones de HVA obtenidas por HPLC
(suministradas por el Hospital Central de Asturias) y la obtenida con el
sensor, y por ultimo la relacion de concentraciones que nos indica el

numero de veces que se sobreestima la concentracion.

Tabla 7.8.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA
obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en polimeros

molecularmente impresos.

Referencia
muestra [HVA]HPLC/ M [HVA]sensor/M SObreeSt.
1 1.21x107 (1.77+0.01)x10™ 15
2 2.14x10° (4.02£0.05)x10™ 19
3 7.65x10° (1.37+£0.06)x107 18
4 2.41x10° (3.94£0.03)x10™ 16
5 2.69x10° (4.36+0.06)x10™ 16
6 3.18x10° (5.10£0.05)x10™ 16
7 1.65x107 (2.86£0.02)x10™ 17
8 5.64x10° (9.71£0.07)x10™ 17
9 6.20x10° (9.95+0.08)x10™ 16
10 7.24x10° (1.26+0.12)x107 17
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A la luz de estos resultados, podemos concluir que el procedimiento
de extraccion en cloroformo no elimina eficazmente los interferentes de la
muestra, ya que, en todos los casos, al realizar el analisis con el sensor
construido se sobreestima la concentracion de HVA casi 20 veces. Con
objeto de superar esta limitacidn, se ensayaron otros métodos basados en
extraccién en fase solida con objeto de eliminar del medio potenciales

interferentes, y a la vez, realizar el analisis de la catecolamina de interés.

7.4.5.- Eliminacion de interferentes mediante cartuchos de
extraccion en fase solida de intercambio anionico fuerte
(SAX)

A. Recuperacion

Para la eliminacion de potenciales interferentes de la muestra se
empled un cartucho de extraccion en fase sdlida de intercambio anidnico
fuerte (SAX) siguiendo un procedimiento comercial que se describid en el
apartado experimental 5.3.5 de este trabajo. Los datos correspondientes a
las recuperaciones obtenidas para este procedimiento de extraccion en

orina de voluntarios sanos se detallan en la tabla 7.9.

Tabla 7.9.- Recuperaciones obtenidas con un sensor sintetizado a un
t (UV) de un minuto para el procedimiento de extraccion en cartucho de

extraccion en fase solida SAX.

[HVA]/M [HVA]/M

. % recupe. | Recta de adiciones |n| r
adicionado | recuperado*

1.29x10™ 5.67x10° 44.0 y=7.12x10>x+4.04x107 |4 | 0.996
1.75x10™ 7.95x10° 45.4 y=3.12x10>x+2.48x107 | 5| 0.997
2.81x10™ 1.26x10™ 44.8 y=3.75x10>x+4.74x107 | 5| 0.995

*Descontada la concentracidn basal de HVA en la muestra.
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En este caso, las recuperaciones son inferiores al 50%.

B. Analisis de HVA en orina de voluntarios sanos

El valor promedio de HVA obtenido con el sensor para la mezcla de
orinas de voluntarios adultos sanos fue de (8.93+0.41)x10® M, que se

encuentra nuevamente dentro del rango de normalidad®®.

C. Analisis de HVA en orina de pacientes

En la tabla 7.10 se resumen las referencias de las muestras
analizadas, la concentracion de HVA obtenida mediante HPLC
(suministradas por el Hospital Central de Asturias) y la obtenida mediante
el sensor, asi como el nimero de veces que se sobreestima la

concentracion de HVA en la muestra.

Tabla 7.10.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA
obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en polimeros

molecularmente impresos.

Referencia
[HVA]HPLC/ M [HVA]sensor/ M SObreeSt.
muestra
1 1.21x10° (1.28ﬂ:0.12)><10‘4 11
2 2.14x10™ (2.11ﬂ:0.09)><10‘4 10
3 7.65x107° (9.28ﬂ:0.14)><10‘4 12
4 2.41x10™ (2.50ﬂ:0.13)><10‘4 10
5 2.69x107° (3.08ﬂ:0.07)><10‘4 11

Como se puede observar, la sobreestimacion de la concentracion de
HVA en la muestra se reduce significativamente, lo que indica que este
procedimiento de limpieza es mas eficaz en la eliminacion de interferentes

que la extraccion liquido-liquido.
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Aunque se ha conseguido reducir la sobreestimacion en la
concentracion de HVA, se ensayd otro procedimiento de limpieza basado
esta vez en cartuchos de extraccién en fase soélida C18, con objeto de
reducir la sobrevaloracion en la concentraciéon de HVA. Los resultados

obtenidos se exponen en el siguiente apartado.

7.4.6.- Eliminacion de interferentes mediante cartuchos de

extraccion en fase solida C18

A. Recuperacion

Para eliminar un posible efecto de matriz en la muestra, se empled
un cartucho de extraccion en fase sélida C18 siguiendo un procedimiento
comercial para el analisis de catecolaminas en orina que se describié con
detalle en el apartado experimental 5.3.5 de este trabajo. Los datos
correspondientes a las recuperaciones obtenidas para este procedimiento

de extraccion en orina de voluntarios sanos se recogen en la tabla 7.11.

Tabla 7.11.- Recuperaciones obtenidas con un sensor sintetizado a un
t (UV) de un minuto para el procedimiento de extraccion en cartucho de

extraccion en fase solida C18.

[HVA]/M | [HVA]/M

. % recupe.| Rectadeadiciones |n| r
adicionado | recuperado*

2.80x10™ 2.30x10™ 82 y=4.34x107x+9.98x107 | 5 | 0.994
4.14x107 3.31x1073 80 y=1.73x107x+5.73x10° | 5 | 0.997
1.71x107 1.40x10° 82 y=8.41x10>x+1.18x107 | 4 | 0.998

*Descontada la concentracion basal de HVA en la muestra.

Las recuperaciones en este caso estan en el rango del 80-82%.
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B. Analisis de HVA en orina de voluntarios sanos

Los niveles basales de HVA obtenidos con el sensor para la mezcla
de orinas de voluntarios adultos sanos fue de (1.24+0.36)x10 M, que se

encuentra nuevamente dentro del rango de normalidad>*.

C. Analisis de HVA en orina de pacientes

En la tabla 7.12 se muestran las referencias de las muestras
analizadas, las concentraciones de HVA obtenidas mediante HPLC y el
sensor, y por ultimo la relacion de concentraciones que indica el nimero

de veces que se sobrevalora la concentracion.

Tabla 7.12.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA
obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en polimeros

molecularmente impresos.

Referencia
1 1.21x107 (7.77+0.05)x10° 6
2 2.14x10” (15.12+0.06)x107 7
3 7.65x10” (54.39+0.06)x10° 7
4 2.41x10° (19.96+0.03)x10° 8
5 2.69x10° (18.36+0.07)x107 7
6 3.18x10° (19.89+0.09)x10° 6
7 1.65x107 (13.93+0.04)x10° 8
8 5.64x10° (40.06+0.08)x107 7
9 6.20x107 (38.62+0.06)x107 6
10 7.24x107 (64.26+0.09)x107 9
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Nuevamente, y al igual que ocurria en ensayos precedentes, todos
los analisis sobrevaloran la concentracion de HVA presente en las
muestras. Como se adelantaba en un apartado anterior, este hecho se
puede correlacionar con el estudio tedrico de selectividad (apartado 4.3).
Si recordamos, en ese estudio se analizo la interaccion del TFMAA (sitio de
union del sensor) con varias catecolaminas estructuralmente similares a la
molécula molde, asi como potenciales interferentes de la misma. El
resultado fue que varios compuestos como VMA, IHVA, TAA, dopamina,
epinefrina, norepinefrina, metanefrina y normetanefrina podian competir
con el HVA por los sitios de union del sensor.

En orina, estan presentes muchas de estas catecolaminas o sus
metabolitos, ademas de otras especies, y ni el procedimiento de
extraccion con cloroformo ni el empleo de cartuchos de extraccidn en fase
sélida fueron lo suficientemente efectivos como para aislar al HVA y dejar
el resto de catecolaminas en fase acuosa. Por esa razdn, es posible que la
sobreestimacion del HVA sea consecuencia de que no solamente se esta
cuantificando este metabolito, sino una mezcla de compuestos, cada uno
de ellos con distinta afinidad por el sitio de unién. Ademas, debido a que
son estructuralmente muy similares al HVA no se pueden distinguir sus
sefales en funcién del potencial redox, obteniéndose un pico ancho al
mismo potencial que el HVA y que es probablemente suma de las
respuestas de varios metabolitos presentes en la orina.

Puesto que el acido homovanillico y el acido vanillimandélico son los
metabolitos de catecolaminas mayoritarios en orina y ademas alcanzan
valores muy elevados en caso de neuroblastoma o feocromocitoma®, la
utilidad analitica del sensor podria dirigirse a una estimacién conjunta de
ambas especies. Esta aplicacién seria util en clinica para realizar un

screening o cribado inicial y diferenciar muestras patoldgicas de normales.
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7.4.7.- Conclusion

Los resultados obtenidos con muestras de orina indican que con el
sensor y los protocolos de analisis desarrollados en este trabajo se
sobreestima la concentracion de HVA. Como hemos visto en la seccidn
7.3.3.E, la respuesta del sensor se basa en la preconcentracién de HVA en
la capa polimérica y su posterior difusion hacia la superficie del electrodo.

Los datos experimentales muestran que cuando se utiliza el sensor
en muestras de orina se preconcentran también otros compuestos que
interfieren en la respuesta, y esta contribucidon no se elimina introduciendo
una etapa de limpieza de muestra. Esta interferencia puede ser debida al
hecho de que la energia de estabilizacion de los aductos formados por el
monomero funcional seleccionado (TFMAA) y varios analogos estructurales
del HVA presentes en la orina es equivalente o superior a la energia de
estabilizacion del aducto formado por TFMAA y HVA en el disolvente
seleccionado. Por tanto, el método computacional desarrollado en este
trabajo es capaz de predecir la respuesta del sensor en uso real en

muestras de orina.

Estos resultados aconsejan examinar una estrategia de aplicacidn
analitica de este MIP radicalmente distinta: su uso como fase estacionaria
para cromatografia liquida. Con esta técnica, se podrian aprovechar las
distintas afinidades de estos compuestos por la fase estacionaria, que se
derivarian de los distintos valores de las energias de estabilizacion tedricas
de los aductos calculados. Estas diferencias se podrian explotar para
separar los compuestos por sus distintos tiempos de retencidon en la fase
estacionaria polimérica, preparada con la composicion Optima estudiada

en este trabajo.
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Capitulo 8

Conclusiones

1. Se ha desarrollado un método para el disefio racional de polimeros
molecularmente impresos basado en calculos DFT de la energia de
estabilizacion del aducto de prepolimerizaciéon formado por la
molécula molde y los mondmeros funcionales, en el disolvente
seleccionado. El modelo parte de la hipdtesis de que la combinacion
de mondmero funcional y disolvente que lleve a la menor energia de
estabilizacion del aducto conducird al mejor receptor polimérico. El
efecto del disolvente se incluye utilizando el modelo del Continuo

Polarizado.

2. Los resultados de los calculos DFT indican que en fase gas el acido
homovanillico (HVA) forma el complejo mas estable con el mondémero
funcional acido 2-trifluorometacrilico (TFMAA), en el que los grupos
acido de las dos moléculas establecen un doble puente de hidrdgeno.
Analogamente, el acido metacrilico (MAA) y la 2-metacrilamida (MA)
también forman un doble puente de hidrdégeno entre el grupo acido

del HVA y el grupo acido y amida, respectivamente de los dos
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mondmeros. Por ultimo, el mondmero funcional 4-vinilpiridina (VPY)
forma un puente de hidrégeno entre el grupo acido del acido
homovanillico y el nitrdgeno piridinico, sin producirse transferencia
protdnica del acido homovanillico a la 4-vinilpiridina. La comparacion
de las energias de Gibbs de los complejos HVA-monomero funcional
indica que el TFMAA presenta mayor interaccion con el HVA (-8.4
kcal/mol) que MAA (-3.8 kcal/mol), MA (-2.7 kcal/mol) y VPY (+0,2

kcal/mol).

Los disolventes tolueno, cloroformo, acetonitrilo y diclorometano
favorecen la formacion de varios complejos HVA-monémero funcional
que no son estables en fase gas, siendo mayor el numero de
complejos HVA-TFMAA. Para el acido 2-trifluorometacrilico, los
complejos mas estables con el acido homovanillico se forman en
tolueno, al igual que para el resto de mondmeros. El agua, es el
disolvente mas desfavorable tanto para el acido 2-trifluorometacrilico
como para el resto de mondémeros funcionales debido a que
interacciona con las moléculas de molde y monémero dificultando su

interaccidn a través de puentes de hidrogeno.

De cara a la sintesis del polimero molecularmente impreso Optimo
para la deteccidon del acido homovanillico, el método computacional
desarrollado en este trabajo indica que el mondmero TFMAA vy el
disolvente tolueno son los mas adecuados. El entrecruzador
etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) no compite con los mondmeros

estudiados por los sitios de unién del acido homovanillico.

La seleccion del mondmero funcional y el disolvente dptimo predicho
por los calculos DFT se confirma experimentalmente mediante

ensayos de union.
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Para un polimero sintetizado en las condiciones dptimas, el analisis
de los resultados de los ensayos de union empleando como modelos
las isotermas de Langmuir, Freundlich y Langmuir-Freundlich muestra
que el modelo de Freundlich es el que mejor se ajusta a los
resultados experimentales. Utilizando este modelo, se obtienen para
el MIP una constante de afinidad promedio de 2x10* M y un
numero de sitios de unién promedio de 13 pymol/g, de las mas altas

descritas hasta el momento en la bibliografia'’® %",

Se ha conseguido desarrollar un sensor para la determinacion de HVA
empleando electrodos de carbono vitrificado modificados con una
fina pelicula de polimero impreso preparado mediante recubrimiento
bajo rotacion y polimerizacién fotoquimica. Cuando en la sintesis del
polimero se emplean el monémero funcional y el disolvente éptimo
de acuerdo al método computacional DFT, los sensores presentan
buenas propiedades de reconocimiento de la molécula molde (HVA).
Cuando se modifican los electrodos con polimeros impresos
preparados con otros mondmeros funcionales y disolventes, la sefial
de reconocimiento molecular es de menor magnitud. Se ha
comprobado por tanto la validez de las predicciones tedricas
mediante el uso del sensor voltamétrico construido para la

determinacion de HVA.

El acido homovanillico no se adsorbe sobre electrodos de carbono
vitrificado sin modificar, mientras que con los electrodos modificados
con polimeros impresos es posible realizar una preconcentracion y su
posterior cuantificacion, tras la transferencia a un medio exento de
analito, utilizando voltametria diferencial de pulso. Se comprobd que
el mejor medio para llevar a cabo esta preconcentracion es tolueno,

hecho que esta de acuerdo con las predicciones tedricas realizadas.
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Con mas de 15 minutos de incubacion en tolueno no se observa un
aumento significativo de la intensidad del pico de oxidacion de HVA.
Con los electrodos asi modificados se obtiene un limite de deteccidn
del HVA de 1.6x10® M y un intervalo dindmico lineal de tres érdenes
de magnitud (10®-10° M). Electrodos modificados con polimeros
preparados con el mismo procedimiento pero en ausencia de acido
homovanillico no dan respuesta a concentraciones inferiores a
10° M.

Los electrodos modificados con los polimeros impresos disefiados en
este trabajo deben someterse primeramente a un lavado en
acetonitrilo para eliminar el disolvente porogénico (tolueno) residual
y acondicionar la membrana para operar en medio acuoso. Se
pueden usar al menos en 25 ciclos de lavado e incubacion. Como
disolvente de lavado se utilizé dioxano con un 20% v/v de metanol,
ya que se comprobd que eliminaba también los productos de
oxidacidn electrédica. Para el almacenamiento de los sensores se
empled el mismo disolvente. En estas condiciones la desviacion
estandar relativa para un mismo electrodo fue del 3.2% (n=7) y con
electrodos distintos del 7.0% (n=16).

Los estudios realizados con electrodo de disco rotatorio para las
capas poliméricas arrojan, como cabria esperar, valores de
permeabilidad superiores para el electrodo modificado con el
polimero impreso que para el modificado con el no impreso. Estos
valores son del orden de 10®° cm?/s y ligeramente distintos si se
obtienen aplicando el modelo de Koutecky-Levich o un método
iterativo, hecho que se ha observado también en otras

publicaciones®?,
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12.

Conclusiones

El mecanismo de respuesta del sensor se basa en |la
preconcentracion del HVA en la capa polimérica en el disolvente
optimo (tolueno), transferencia a otro disolvente que favorezca su
liberacidon de los sitios de unién y, por ultimo, la difusion desde los
sitios de unién a la superficie del electrodo. La sensibilidad del
método desarrollado depende de la capacidad de preconcentracion
de la capa polimérica. El uso de agentes retardantes de la
polimerizacion (isooctano y PVAC) o grandes cantidades de
disolvente conducen a una estructura polimérica mas abierta y se
observa una disminucidon de la sefial, que se ha atribuido a una

pérdida de la capacidad de preconcentracion.

El estudio realizado mediante calculos DFT con analogos
estructurales del acido homovanillico: acido vanilliimandélico (VMA),
acido isovanillimandélico (IVMA), acido isohomovanillico (IHVA),
alcohol homovanillico (MHPE) y acido indolacético (IAA) indica que la
formacidon de un doble puente de hidrégeno entre el grupo carboxilo
de la molécula de prueba y el grupo carboxilo del sitio de unién es la
interaccion que determina el proceso de reconocimiento molecular.
Los experimentos de reactividad cruzada realizados tanto con
material particulado como con el sensor corroboran la validez las
predicciones tedricas, siendo el doble puente de hidrdgeno la
interaccion que domina el enlace del analito al sitio de union. El
estudio tedrico con moléculas potencialmente interferentes al HVA en
muestras de orina, entre las que se encuentran analogos
estructurales de caracter basico: dopamina, epinefrina, norepinefrina,
metanefrina y normetanefrina y analogos de caracter acido: VMA,
IHVA, MHPE e IAA, muestra que, exceptuando MHPE, todos los
metabolitos estudiados podrian competir con el HVA por los sitios de

union al sensor.
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El método de analisis empleado en este trabajo sobreestima la
concentracion de HVA en muestras de orina. Esta falta de exactitud
se puede justificar teniendo en cuenta que el método computacional
desarrollado para estudiar la afinidad del polimero también permite
predecir la interferencia de varios compuestos enddgenos de la
matriz de la orina. Se cree en consecuencia, que ésta es la razon de
que la determinacién de HVA en este tipo de muestras no sea
especialmente selectiva, ya que la respuesta que se obtiene del
sensor seria la suma de las correspondientes a todas las especies

interferentes presentes en el medio.

El método computacional basado en calculos DFT desarrollado en
este trabajo puede emplearse para resolver problemas cruciales en el
campo de la impresién molecular, como son la seleccién del mejor
mondmero funcional, el mejor disolvente, el mejor medio de
incubacion, incluso predecir la selectividad del polimero sintetizado,
reduciéndose de esta manera gran numero de etapas de
experimentacién que la mayoria de los investigadores condenan a la

practica empirica.



Sugerencias para trabajos futuros

Como resultado de la experiencia alcanzada durante la realizaciéon de
la presente Tesis doctoral y en vista de los resultados obtenidos, se
pueden sugerir las siguientes vias para continuar la investigacién en el

campo de las aplicaciones analiticas de los polimeros impresos.

1. La linea de trabajo mas inmediata seria mejorar la aplicacion analitica
del sensor para la determinacién de HVA en muestras de orina, ya
que no se consiguieron correlacionar los resultados del sensor con los
obtenidos mediante HPLC. Esto es debido a que el electrodo
modificado con polimero molecularmente impreso no es capaz de
discriminar de forma selectiva al HVA del resto de metabolitos
presentes en la orina. Si recordamos el apartado 4.3, la mayor parte
de las especies potencialmente interferentes tienen estructuras muy
similares al HVA, y tienen en comin un grupo acido carboxilico, que
como apuntan los calculos tedricos, es el que mas contribuye al
enlace en el sitio de unidn. Por esa razon, todas ellas poseen
afinidades similares al HVA en el sitio de enlace. La Unica via factible
para solventar este problema seria pasar de la operacion de
separacion/preconcentracion del analito tras una sola etapa de
contacto (ensayo de union con el sensor en la capa delgada de MIP) a
una operacién de contacto multietapa, es decir, a una separacion
cromatografica, en la que se utilizaria el MIP en forma de material
particulado como fase estacionaria de una columna de cromatografia
liquida.

De esta forma se emplearia una estrategia similar a la existente
actualmente en los Hospitales para el analisis de catecolaminas en
orina, con la diferencia de que, en lugar de utilizar una columna con
un relleno C18, se emplearia un relleno de afinidad especifico para el

metabolito en cuestidn, con la esperable mejora en selectividad.
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Una linea prometedora y actualmente en desarrollo por nuestro grupo
de investigacion es la extension de la metodologia DFT al disefio de
fases sensoras de otros sustratos de interés farmacoldgico o
ambiental.

Dentro de esta linea de trabajo se considera la posibilidad de abordar
con esta metodologia el disefio de fases sensoras con capacidad de
conversion catalitica de la molécula molde seleccionada. De esta
forma, se orientaria el trabajo hacia un objetivo de mayor
complejidad, como es la construccion de una fase sensora capaz de
mimetizar la capacidad catalitica de determinadas proteinas
enzimaticas, como por ejemplo la enzima Cloroperoxidasa (CCPO).
Esta enzima cataliza, entre otras, la reaccion de deshalogenacion del
2, 4, 6-triclorofenol (TCP) y se caracteriza porque su centro activo
posee la misma estructura (salvo por un ligando cisteina unido al
hierro) que la cloroprotoporfirina IX de hierro (III) (clorohemin),
disponible de forma comercial. El disefio del polimero seria el de un
MIP catalitico: el clorohemin se comportaria como un monémero mas,
ya que posee grupos vinilo polimerizables, el entrecruzador y el resto
de mondmeros generarian una carcasa rigida alrededor de la
molécula molde, TCP. Tras la extracciéon del TCP del polimero
mediante lavados, la incubacidon del TCP en presencia del polimero y
peroxido de hidrégeno generaria el producto de oxidacion
correspondiente, 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona, que podria medirse
electroquimicamente. La idea seria modelizar un enzima sintético que
fuera capaz de catalizar la reaccién de deshalogenacion del TCP
especificamente, ya que el polimero acrilico sintetizado tendria un

efecto de memoria molecular.



Sugerencias para trabajos futuros

Las predicciones tedricas jugarian aqui un papel crucial ya que
orientarian el disefio experimental del MIP catalitico mediante la
seleccion del mejor mondmero funcional y disolvente para el aducto
TCP-centro activo de la enzima. A pesar de que aun nos encontramos
en una etapa incipiente, los resultados experimentales obtenidos en el
grupo de investigacién son muy alentadores, por lo que se continla

explorando esta via a dia de hoy.
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Computational Approach to the Rational Design of
Molecularly Imprinted Polymers for Voltammetric
Sensing of Homovanillic Acid

Yolanda Difieiro, M. Isabel Menéndez, M. Carmen Blanco-Lépez, M. Jesis Lobo-Castafién,
Arturo J. Miranda-Ordieres, and Paulino Tuidn-Blanco*

Departamanto ae Quleica Flaica y Analiica, Universidad de Ohviedo, cUlulen Claveria 8, 33006 Chisdo, Spain

A methadology hased on density functional theory caloula-
tions for the design of molecularly imprinted polymers
(MIFs) is deacribed. The method allows the rational
choice of the most suitable monomer and polymerization
sobvent among & set of chemicals tradiionally used in MIP
formulations for the molecular imprinting of a given
template, It is based on the comparison of the stabilization
energies of the prepolymerization adducts between the
template and different functional monomers, The effect
of the polvmerization solvent is included vsing the polar-
izahle continuum moedel. A voltammedric sensor for homo-
vanillic acid was constructed using different MIPs as
recognition element, confirming that the solvent (tolueney
and functional monomer (methacrvlic acid) selected ac-
cording to the theoretical predictions lead to the most
efficient molecular recognition sensing phase, With the
voltammetric sensor prepared using the MIP designed
according to the theoretical predictions, a linear response
for concentrations of homovanillic acid between 5 = 108
amd 1 = 10-* M can be obtained. The Hmit of detection is
7 = 1079 M, The selectivily obtadned for homovanillic acid
over ather structurally related compounds buttresses the
validity of this strategy of design.

Mabecular imprinting is a wsefu] method for the preparation
of pedvmeric porous materials with high selectivity for & molecile
{the template) due to memory effects. The basis of mobecular
memey of meleoularly imprioted polymers OATPs) Is the forma-
ton of a template—monemer peepolymerization complex, which
shauld mainizin during the formation of a highly cross-finked
polymeric backbone. The wide variety of functicnal monemers
availahle makes virtually possible the desien of a MIP for any
tyrpe of molecule! Neverlheless, af the moment, the selection of
the best imprinting conditions, such as functional monamer and
palvmerization sohent, is mainly made in an empirical way.

Some methodaological alternatives e, combinatorial® and
computational spproaches, have besn propossd for the rational

* T whom orespandence should be addresssd. Telephone  +34 085

HA4ET. Fa: +34 985 103125 E-mail pdb#unire.e

(1062 Haup, K Anal Chew. 20008, 75, 57A-383A (b} Sellevgren, B,
Molecwiarly fmprinted Polpsers Man-Made Mimici o Aniidadicz ged Their
Apidisaiiima ie Anaipical Chewdnry Elsevier Amsterdam, 2500 (o) Haupt,
K Moskach, B Chem. Koo 2008, 109, 2880354,

(21 Batra, D. Shea, B ] Casr, Opdi Ol Sind 2003, 7, (-5

M2 acd5 13461 COG: 53025 © 2005 Amaran Chemics! Socioty
Published on Web 00 13/2005

design of MIPs. Combinatoral screening is not a predictive tool,
invelving i addibion a laboriows experimental verification, A
compatational screening based on malecolar mechanics (M)
calculations taking into account ~20 monomers against a molec
ular model of a template has been used as a standard protocol
for MIF design. " This model predicts the type sl quantity of
motHRneTs participating in the prepolfymerization complex The
use of MM allows fast calculations, but the natural svalution of
this proposal is the use of quantum mechanics, Semiempirical
meethods have Been recently uzed to choose suitsble menomers%?
but caleubations were made in a vacuum, More refisble results
can be obtained using ab inilic computational methods, A sngle
repart has been published wsing Hartree—Fack and Maller—
Plesset ab initio caleulatons 1o design a MIP2 This study 12 slse
restricted to interactions in the gas phase,

The preseat work: is a further step in the ab initio compatational
path because it takes inlo account the effect of the polymerization
salvent in the design of MIPa. Selecting d4-Dydrosy-Smethomgy-
phenylacetic acid (wenovanillic acid, HYA) as template, we
thearetically commpared methacrvlic acid QA& and dednmd
pridine (V) as functional menomers to test the effect of acid/’
base groups in the stabilization of the prepolymerization comgplax.
In addition, molecular interactions in five sehvents (tolene,
chloraferm, dichloramethane, acetonitrile, dimethyl sulfodde
(M50 were considered using a method based on a contimeoas
distribution of sclvent. "™ The combination of monomer and sobrent
rendering the most favorable interaction energy is supposed o
give the pelfrmer with the highest affinfty to the template. This
methed i 3t present, the modeling tool allowing the closest
descTiption bo a real system,

T assess the validity of the proposed apgroach, a MIF for
the recogmition of HVA was destgmed, This molecule is the major

13 Dirjon, B.: Cobb. Z; Schillinger, B2 Anderason, L 1: Sellergren, B, [ A,
Chem. Sec. DMK, 125, 15100 - 15109,

) Sebmahimaayamy, 5: Filesky, 5 A Pletska, B, V2 Ches, B Koo, K
Turner. A T F. Bissens. Hinokeciron. 2000, 16, G31-#17,

(5 Plietslry, 5 A Farim, K. Filetska, B ¥; Doy, C. 1; Freshalm, & W; Legge,
s Turner, & P F. Awabir 20000, 15, LE6- 154

(&) Chianela, [; Lotieran, M. Piltzky, 5 A Tothill, 1. E- Chen, B Karim K

Turmid, A P F. Awal. Chaw 2002, 77, 100 15,

{7y Piletby, 5 A Plletsden, £ Karim, K Foster, G2 Legpe. ©.; Tormer, A Asal.
Cletnt Actia 2004, 504, 123— 130,
(& Meng, Z:; Vomazbkd, T.; Sode, K, Hiviena Réalectrow, 2004, 20, 16— 1075
(5 W, L Sun, B, 18 Y. Chang, W, Amslest 2003, 129, 944-543,
COF i Tomes, 1: Persico, M. Chom. Bee, 1994, B4 HIZT 204, [k Craser,
C. 1; Trablar, [t G, Chemi. Brn | GO, 99, 2161 —2300
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metabolite of dopamine. and it was chosen due to dts clindcal
importanoe as neural crest pediztric mor marker, Most of the
riethiods used for roatine measurement of HVA lnvalved elecire-
chemical defection coupled to a separation technique such as
HFLLY or capiltary ebectrophoresiz,® However, for mass screen-
ing of newroblastoma, 2 faster and simpler method is highly
desirable. Different immunoassays have been developed™ with
thiz aim. Another alternative is to develop a chemical sensor for
HVA A critical step in the development of such a sensor is the
design of an effective recognition phase and ifs coupling to a
sensibve ransducer. In this work, we describe a voltammetric
sensor based an the coupling of the computationally desimed MIP
for HVA fo an electrochemical transducer that allows sensitive
and selective determination af HVA

COMPUTATIONAL METHODS

All calculations have been carried oul using Gaussian 95
sofiware In a SGT workstatlon (3G Orgin 3800 platform} running
the TRDL G.5.23f operating system. The computstional method
developed starts with the wse of an ab initio method to locate the
most stable ternplate—monomer complexes and the caloulation
of their electronic stabilization energy relative to Bolated fragment,
AE, through the equation

AE = Eftemplate—monomer complex) —
[Eftemplate) -+ E(monomer) ]

Electronic energies were calculated through density functional
theory wsing the hybrid density fooctional B3LYP. Stable species
were located with a full epimization at the BILYP/G31G level
{BS I). All of the stable structures were further characterized as
minimums on the correspanding potential energy surface, and
the zero-point vibrational energies (ZPVEs) were cvaluated by
analytical computations of harmoaic vibrational frequencies at the
BILYP/6-31G™ Jevel, To get hetter interaction energies, additional
single-paint caleubxtions were performed at the aptimized geam-
etries using a larger basis set (B3LYP/6-311+G**) (BS 10).

To take into sccount condensed-phase effects, we used o seli-
consstent reaction Geld model propesed for quantum chemieal
computations on solvated molecules, ™ The salvent i3 repre-
sented by a dielectric continuum characterized by its relative static

(1) Yoo, J. K; Cheng, F. J. Chromategr., B 2004, 510, 89-=100,

(120 L4 X Jin, Wz Wea . Axal Chém, Acta 2002, 461, 123-130,

(135 (a) Sk, B 2y Bio, Y. P Yeung, [ HL B O, PO Y To, KOBDW; Law, M.
W. M. Arumamayagam, M. O, Chem. 1898, 44, 1674—L679. (b} Taran,
F: Frobert, ¥ Crindinon, C. Geasel, [ (Hiches, Do Minshowski, C.;
Pradelles, P Clin. Chose. 1007, 43, 361208

{14} Frisch, M. J: Trucks, G. W; Schiegel. H. B.; Scusera, G E; Robb, M. 4

an, |, R Zakrawshi, ¥, G Mootgomery, 1, 1, A; Strasann, B

Ih.mﬂ.] C.; Dapprich, 5; Millam, J. M.; Danieds, A I Eudin, K N

M. C.; Faris, (; Toomasi, ] Barone, V; Cossi, M. Cammd, B
, B.: Pomedli, C.2 Adama, O Cliflard, 5. Ochiersld, 1. Petersson,

A P.Y: Col G Morokuma, BC; Malck, Do K Rabuck, & D
Raghawachari, K; Foresman, [. B; Cieslowskd, [; Ortiz, ]. V; Stefanoy, B,
B Lin, G Lisghenkn, A; Poskors, P2 Koswromi, 1; Goarperts, Rz Martin,
R L Foe, T 1 Bieith, T; Al-Labam, M. A: Peng. C Y. Manayakhara, A
Gonzmler, C.; Challieombe, M Gill, P. M. W; Johnsan, B.; Chen, W.; Wang,
M. W,; Andres, . L; Gosmaler, T ; Head Gondon, M.; Beplogle, E. 5 Pople,
. A Geessian, Inc: Finsburgh, FA 198

{15} Rivadl, [ L; Rinaldi, [; Fte-Lapes, M. F. In Theowtdanl and Compactalines
Medels for (Prganic Chemintry, Formesmho, 3. ] Csizmadia, [ G., Amauk,
L. Eda: NATO ASI Serira C; Kuwer Academic Poblishers: Dordrecht,
Thi: Nethesiands, 1391 p T34,
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dielectric permittivity &, The solute, which is placed in a cavity
created in the continuam after spending some cavitation enengy,
palarizes the continiigm, which in furn cieates an electnic Geld
inside the cavity. Among the different approaches that can be
followed to caloulate the electrostatic potential created by the
polarized contimuum in the cavity, we have emploped the palariz-
abde continuum model (PCM).Y® Geometries of the isolated
reactants and of the most stable 1:1 compleses HVA-MAA and
HVA-VFY were fully optimized in toluene (the moest adequate
solvent as will be seen below) using the Onsager method, " but
i sgEficant changes were observed on the gas-phase structures,
S0, energies in sohution were evaheated from single-point B3LYFP/
G31+HGT caleulations on the peomeiries optimized with BS 1
and used to compare the stability of the template—monomer
complexes in sobution. This procedure was previously proved to
be adequate when association processes take place ™

EXPERIMENTAL SECTION

Chemicalz, The mobecule wsed as template, HVA, and its
analogues, vaniliflmandelic scid (VMA), isowanillic acid [IVMAY,
and 4-hydreecy-3-methoryphenylethanal (MHPE), were purchased
from Sigma (Madeid, Spain). The polymerization monomers,
MAA, VEY, and ethylene gheelol dimethacrylate (EGOMAY, as well
&5 the initiator, 22"dimeshoogy-2-phenylacetophenone (DMPA),
were abtaimed from Sigme-Aldrich (Madrid, Spain), All solvents
were of HPLC grade and were obtzined from Fluka (Madeid,
Spain), Other chemmicals were of analytical grade.

Apparatus. Electrochembcal measurements were performed
using a w-Autolzh [ electrochemical analyzer (Eoo Chemie BY,,
Utrecht, The Netherlands).

All the measurerments were made nsing a comventional three-
electrode sygtem uging a platinum wire as the auxilisry electrode
and a siverjsibver chloridejsaturated potassium chiodde electrode
as the reference electrode. A polymercosted plassy-carbon (GC)
electiride acted & the working electrode. GC disk electrodes (3-
mim diameter] were abtained from Metrohm.

The sensing phase was syntheakeed by photochemical polym-
erization of a thin layer of a mixture of monemers, template, and
poragedis: solvent spin-coated on the surface of GC electrode, A
polymeriztion chamber was homedesigned and constrscted
{Adepro Ingenieria, Avilés, Spain), allowing operation within the
temperature range from =30 to 100 °C, under a controlled fow
of nitrogen, The inert gas was previously coaled to the operation
termperature (usnaly 2 = 0.1 °C) and sstorated with the porogenic
solvent. The chamber was fitted with a rotator deiven by a
synchronous meder at a fied speed of 3000 rpo. The upper wall
of the chariber was a glass window and the UV lamp (Vilber-
Lotsrmat VLA 15EL), with an cutpat of 15 W and an emission pesk
at 350 nm, was placed 5 cm above,

Preparation of Polymer-Coated Electrodes., GC disk elec-
trodes were polished successively with 1- and 0.3um zlumina
slurries (Buehler) on a metallographic polishing cloth. Then the

[1ih (a) Mieroos, 5 Boracen, G Tomasl, 1. Chemi, P 1981, 55, 117-129,
(b} Miertws, 3; Tomasl, I Chem. Phya. 1982, &5, 2309245, ) Cossi, M
Barone, V. Cammd, B Tomasd, | Chem Flos Lot 1996, 235 327-335,

07 Upsager, L L Aw Chem. Soc. 1036, 58, 14651453,

{18} (a) Singleton, D A; Waag, ¥ Yang, H W Raano, 0. Angew. Chaw. fnf.
Ea 2002, 41, 15721575, (b} Pelotier, B; Refrmann, M.; Peas 1, M
Campomanes, F; Lﬁuﬂ.l:&w&.r.T.LEw.f. Org. Chem. 2006, 2560—
I
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Figure 1. Oglimized geometries for the most stable 1:1 and 1:2 complexes bebwaen HYA and the funclional manomars: (8] HYA-MAL, |b)
HVA=VPY, (] HVA=[MaAR);, and (d) HYA=[VFY ). Distencas in angsiroms,

elecirodes were washed with MilliG) water for 5 min in an
ultrazonic bath and subjected to a differential pulse voltammetric
sean between Dand +1.2 Vin o 00 M citrate/HC solution, pH
1L The process was repeated unbl a stable vellanimogram was
obtsined and then used for the preparation of the madified
electrode.,

The prepolymerization mixture was prepared by dissolving
HVA 0.1 mmal), MAA (0.72 mmal), and EGDMA (2,88 mmai)
in 0230 mL of the selected suhvent, Toluene and DRSO were
the salvents experimentally tested, The solution was introduced
inan ce bath and was pacged by bubbling helium gas into the
mixcture for 1 min before and after the addition of 236 me of the
plicdednitiater, DMPA,

For the preparation of the imprinted polymer-modifed elec
trele (MIPE), the GC electrade was inserted in the polymesization
chamber under Qow of ailrogen gas ab 2 %0, A 10l aliguat of
the prepolymerization mixture was placed onto the clectrode
surface, and the NV Lamp was turned on. After | min of
polymerization, a S5, 3000 rpm spin oyeke was started. Then, the
itrogen Dow was stopped, aod the ireadiation was continued for
30 min. A contral electrade coated with a nenimprinted polymer
(NIPE) was prepared following the same procedurs but without
the template molecale i the prepolymerization mixture,

Voltammetric Measurement. The polymermodified elec-
trodes were used in differential pulse valtammetric (DFV)
measurements (30 mV of pulse amplitude and 50 ms of pulse
widlh} with an aguesus &1 M sodinm citeate/HC] solution, pH
1.1, eontaining 40% of acetanitrile to ensure the wettability of the
polymer laver as electrolyte solution, according Lo the follvwing
pratocal:

1. Washing step: removal of the template by washing with a
O = 10w/%) dioxane/melwaoo] mixture ool a stable backpround
voltarmmogram was obtained,

2 Bipding step: the pohvmermadited electrade was immersed
in a solutian of HYA in the porogenic sobvent for 3 selected dme
itypleally 15 min). Subsequently it was immersed in acetonirile
for 5 5 befare being transferred to the electrochemical cell in order
ta remave the weakly adsorbed HYA molecules,

3 Quantification stepc a DFY voltammegram was obtained in
the electralvte solution, The peak cerrent obtained under these
conditions is related to the concentration of HYA in the binding
solutian,

RESULTS AND DISCUSSIONS

Design of the Molecular Recognition Element. Theorelical
Predictions, Gepmeiries of izolated reactants, HVA. MAA, and
VI, were initially optimized, Soding that the most stable isomer
of HVA shows an intramelecular hydrogen band hetwsen the
iwdraxyl and methoxy groups. Cantesian coordinates of isolated
molecules can be seen in Table 51 in Supporting Indormeation.

Figure 1a and b displays the most stable prepalymerization
conplexes locanesd between HVA and MAA or HVA and VPV, their
Cartesian coordinates are also summarized in Table 51 . Other
less stable complexss were also located and their geometries are
collected I Fipure 51, To Lest the stabilizatien produced by a
second monomer mabecube saturating the remaining groups on
HVA, 12 eomplexes were also studied (Figure 1c apd d}. Table
52 in Supporting Information shows absolute electronic enerpies
of all of the complexes located, Table | shows the electronic
stahifization energies in the gas phase, inclading ZPVE correction

Anaiyncal Chemistay, Vol 77, Mo 20, Ocfaber 75, 2005 6743
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Table 1. BILYPG-311+G*BILYP/E-31G* Electronic
Stabllization Energies, Including ZPVE Correction fram
6-31G* Calculations, and Interaction Energles in
Solution of the Most Stable Prepolymerization
Complexes |All in kealimal)

EE-'- -iguuiu :

IEVE) tolwene CHCh CHeCle CHpCMN o DRSO
HVA=-MAL -149 -125 -108 -98 =l -05
HVA-VPY -1t -BRD -GE =56 B4 -G
HVA-(MAA) =219 =152 -143 -120 -133 -113
HYA-[VFYl -4 —106 -6 -&1 -498% -840

anil stabilization energy in solution for the most stable HVA-
MAN and HVA-VEY prepolvmerization complexes.

The most striking observation is that, confrary o the usually
applied criteria, an acidic hmecticnal monemer, MAY, was found
ta be the hest for the imprinting of an acidic template molecule
bath i electronic energy and in all the checked solvents. Toluene
i& the most favorahbe sohvent, follewed by chlorodorm, acetonitrile,
dichlaromethane, and DMS0, Complexes with two molecules of
manromer are the most stable, and Figure 1 shows that the
recogrizing cavity in the MIP should place two functional groups
in apposite extremes, Exploring the possibility of an acid, hase
interaction betwesn HVA and VFY, efforts to locate HVA-VFY
comphexes in which a praton had been transferred to the base
were unsuccesshul. Hydrogen bonding 35 the predommsnt mterac-
tion for both monomers. Unspecific mteractions between HYA
and the crosslinker were also evaluated, and it was found that
electrostatics enerpy of the moest stable HVA-EGDMA complex
n toboene was —4.9 keal/mol. Therefore, HVA interacts more
favoraldy with the functional monemer than with the crosslinker,

Voltammetric Sensor for HVAL The electrochemical char
acteristics of HVA at GC electrodes were investigated. Cyclic
valtzmemetry stdies in pH L1 solutions shows the typacal behavior
af &n electroactive species that suffers an initial oxidation process
followesd by a fast chemical reaction. This behavior s identical to
that previously described for the oxidation of other substituted

- methoxyphenols at carbon paste electrodes.™ On the first anodic
sean, an irreversible oxidation process is observed with a peak
potential of 0,81V {pH 1) In the reverse scan, a reduction process
that forms & quasi-reversible system with 8 second oxidation
process, frst observed in the second scan, is obtained. This
system, ascribed to the axidation,/ reduction process of the quinene
shtained after a fast chemical reaction between the oxidation
prodlact of HVA and water, has a formal potential of 050 V (pH
11.

The main oxidaton peak ab 081 V could be used as an
analytical signal in the development of a method for HVA
determination. This process is diffusion-controlled, and in DFV
at pH 1, its peak current is linearly related to HVA concentration
in the range & = 1077—2 « 10~ M with a detection lmit of 3 =
10-7 M. The selectivity of the electrochemical detection i5 limited.
Although compounds with cxidation peak poteatials msch greater
than +1LE V will not give a sipnificant response, other compounds
more easily oxidized will interfere. An additiopal degree of

(t8) {ab Petek. M.; Bruckenstein, 5.; Feinberg, B Adams, B N, | Electroanal
Chem. 10073, 42, 307-400. (1) Sternson, A W, MoCreery, B Feinberg,
B e, B M, Electraanal, Chem. 1973, 46, 313-021
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Figure 2. Difarantisl puisa volammograms obieined with elec-
trodes comted wilh MIP (sofid ine) and NIP [dashed ling), preparad
using MAA and telusne, aler an incubation gtap in 4 salution of 5 =
10-F M HVA In foluene. Background elactrofyte: 0.1 M cltrate/HCL,
pH 1.1 with 40% acesonitrile.

selectivity could he attained modifying the electrode surface with
a selective receptor of HVA such a5 a MIF, which could also
improve the sensitivity of the detection,

We designed a voltammetric sensor for HVA that incorporates
a MIP as recognition element. The sensing phase was prepared
by following the procedure summarized in the Experimental
Section using either MAA or VY as functional monemer in order
to experimentally verify DFT caleulations. The selected polym-
erigation solvent was toluene ar DMS0, which are respectively
the best and worst porogenic sobvents according to the thearetical
predicions. The low solobility of ¥FY i toleene precludes the
preparation of a MIF or NIP using both VEY and toluene. The
electrodes modified with MIF and NIP were incubated for 15 min
ima b= 100 M HVA solution in the same solvent that was used
in the prepelymedzafion mixtere, During this step, HVA was
incorporated into the polymer layer. Then, the modified electrode
was employed in DFV measurements in a 0.1 M citrace,/HCL
sohstion, pH 1.1, with 40% acetonitrile. This measurement solution
was selected because, according to the theoretical resalts, in
electronic energy terms MAA forms more stable complexes with
citric acid (—20.7 keal/mel) than with HVA (—14.5 kcal/mal).
Therefore, cilrie acid could release HVA from its compleses with
the monarmer, This was experimentally confirmed using for the
valtarmmetric measurements HCL/ECT 01 M pH LT with 4%
geetonitrile, Tn the last case, the peak currents for HVA were
almost Talf of those obtained in 0.1 M citrate/HCL, indicating that
citrie acid significantly contributes to the release of HYA from
the recognition sites of the palymer. This way, the released HVA
diffuses from the recognition sites of the polymer layer to the
elecirode surface where it is detected. In the cases where HVA
ts accumulated in the polymer layer, an oxidation process, similar
foo that obtained at bare GO electrodes, with a peak potential of
~0.9Y iz observed with the medified electrodes (Figure 2. When
using MAA and toluene in the polymerization step, the peak
current measured with MIPE was ~10 times greater than that
porresponding to NIPE under the same operating conditions
(Table #). On the contrary, when DMS0 was used as bath
polymerization and incubation sohrent, the amount of HVA
detected after the incubation step was lower and indistmguishable,
within the expenmentzl error, at MIPE and NIPE. Using VPY as
functional monomer and DMS0 as parogenic solvent, a polymer
layer with even less afinity dor HVA was obtzined. Thus, the
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Table 2. DPV Peak Currents Obtained for [HVA] = 5 .
10°% M at MIPE and NIPE Propared fram Different
Functional Monomer and Porogenic Solvent

poragens: sohwent, T ':'"m_,

functions] isanamer tnbueie DiME0
MIPE/MAA 1.0 0.51
NIPE/MAA LA 050
MIPEAEY 18
NIFE/VFY nd

and, ned detected.

¢ & 1 15
0 8 8 10 1w
[HVA] S P
Figure 3. DVP razponses ohtalned in a pH 1.1, 0.1 M ciiratatic]
zalulion [40% acatonitie) with a MIPE praviously Incubsabad for 15
min in tokiane cantaining increasing emounts of HYA, The insel shows
the Erwars ragion of the response curva.

o

recognition element with the highest affinity for HVA i obtained
using MAA as functional menomer and toluene as poIDgEnic
salvent, aceording to computational predictions. These ware the
functional monarmer and soheent selected far firther experiments,

The incorporation of HVA to the MIP-polymer layer was
employed as an effective preconcentration spstem in the develap-
ment of 3 veltamimetric sensor for the defermination of this
degamine metahalite. The rebinding of the template was inves-
tigated in a5 « 1075 M HVA sedution in foluene, changing the
incubition time from 0.5 to 30 min. The amount of Bound HVA
was estimated by messuring the peak current of the volammo
gram registered in the guantificstion shep. A linear increase af
the peak current of HVA with the time of the ineulation skef Wiss
whtained i fo 5 min, and the equilibrizm of the binding step was
abtzined above 15 min, Mo preconcentration wis ohtainesd with
unmedified glassy carkan electrisdes. The peak current affer 15
min incubation in  teluene sobution containing 3 = 10-4 M [[VA
was 20 times that ehtained with a NIP-modified clectrade, Fegure
3 shwws the curve response obtzined with MIPE afrer mcubation
fur 15 min in tolsene with inereasing amount of HVA A Enear
responge between 5 o 108 and 1« 1075 M was obtained 4=
(0.0 o L) [HVALM + T0 £ 08 2 IS =10 05495),
with & detection Bmit of 7 » 10-% M. At liggher conceniration,
deviation from linearity was obtained. Wisen the concentration of
HVA iz plotted m a logardthmic seale, the response curve s
expancatial, resembling thuse abtained wsing natural antibodies
a5 recogribion elements,

The repraducihility and reversibility of the sersor were studied
b repeating the washing - incubation - meassrement cyele with

. o
i_.-?_-c]..-I:H,mcrl! ,ea‘{&_,éucmq j%fum%m“ﬁ
HU“;C g Hy “‘I[:J H ‘]’{
Hy Hy OCH,
HY& WM VLA MEEFE

Figure 4. Siructure of HYA and aihar siructwally related com
pounds.

Table 3. B3LYP/G-31 1+G**{BILYP/6-31G* Electronic
Stabilization Energies, Including ZPVE Correction fron
6-31G" Calculations and Interaction Energies in
Solution of the Complexes between MAA and HYA, an
Other Chemically Related Compounds (Al in kecalimol)

ALE + ZFVE) A b
HVA-MAA ~144 —125
VMA-MAA =134 =130
IVIA-MAA =152 -13.2
IMHPE~Man -0 “ILY

Table 4. DPV Peak Currents for [HVA] - 5 « 10°° M at
MIPE and NIPE

T i)
H¥A YA IVMa MHPE
MIFE 030 L o 0145
MNIFE D016 (062 g2 oire
MIFE/MNIFE 20 13 i 0

the same senzor. Fora 5 = 10-F M HVA solution, & mean peak
current value of 0.4 4A and a relative standard deviation of 3.6%
were oblained,

Cross-Reactivity of the MIP, Crossinteractions hetween MIP
and the strictral analogous of HVA, YA, TVMA, and MHPE
(Fizure 4} were also analyzed both theoretically and experimen-
tally,

Electronic stabilization enerpies, including ZPVE ek, |
anl stabilization energy in solution of the 1:1 camplexes of each
analogous and MAA are shown in Table 3. From these results,
WMA and IVMA Tead to compleses of 2 stability similar to that of
HVA, wheress MHPE gives rise fo complexes with MAA of low
stability. Therelore, the substitstion of the carboxylic group of
HVA by & hydroxyl group should drastically modidy the affinity
of the recognition sites by the resulting molecule,

Ta confifin these results, the voltammettic sensor for HVA
previously deseribed was incubated in solutions of HVA-related
eaipounds in toluene. From the voltammetric data summarized
in Table 4, it iz clear that MHPE shows the bowest aiffinity for®
MIPE ad the highest for NIFE, On the contrary, the sensing
phase hinds VMA and [VMA rore srongly than VA, although
NIPE gives slso signals for VWA and TVMA that are 10 times
That obtained for HVA. This could be cauzed b the aliphatic
bydrosyl groups of VWA and IVMA, which reinforce unspecific
hydeogren bonding and profhably ditfficult sccommadation in the
cavity of specific recagnition sites, It i= waeth nating that the ratic
between the response of MIPE and NIPE is always more fveralile
for HVA
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CONCLUSIONS

The companisen of DFT stabilization enengies of the prepoly-
merization complexes beween a selected template and different
acrylic compounds ameng those traditionally used in the formuls-
tion af MiFs allows the rational choice of the most favorable
monaemeer for the prepacation of an acrybe MIP selective (o the
template. The effect of the polymenizaton solvent, described using
the FCM, is shown w be of paramount imporance for the
enhancement of 1he sefectivity and sensitivity of the pajymer, This
weneral slrategy for the design of MIP has beei shown to be
suecessful for the development of a MIP-based sensing phaze for
homoranillic acid, with Y144 the monomer shawing higher affinity
ard toloena the best peragenic sohent We have described the
performance of a voltammetric sensor based on the coupling of
the recognition phase 1o & glassy carben elecirode, The sensor

76 Analptical Chamistry, Vol 77, No. 20, Octaber 15, 2005

exhibited very good analybcal charactenisties in terms of sensitis-
ity, reproducibility, and selectivity,
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Alstract

Deensity Functions] Theory caleulations have been used to select, among a set of chemicals tracitionally used in the formulation of nos-covalest
malecubssly smprinted palymers (MIPs), the best functional monomer and paeopenic solvent for the constriction of o recagaition ¢lement for the
dipamine metabolite omevanillic acid (HVA), Theoretical predictions were contirmed through batch binding #352vs ind voltammeric detection,
The cempatational method predicts that trifucromethaceyli acid and tofuere are the manomer and solvent rendering the highest stabilization
ereTgy for the pre-palymerization adducts. HVA=MIP prepased using this formulation gives rise toa hinding isathers that i occurstely modelled

by the Freundlich isolberm. The biniding propertics of this polymer were eatimated using affinity distribusion analysis. An apparent numiber of sites
of 13 pmel g~ with an average affinity constant of 2 = 10° M~ was obtiined in the concesitration window shadied.

&1 2006 Elsevier B.V. All rights reserved,

Keywarle: Woleculsly imprinted pelymers; Compuistional design; Homovanillic asd; Binding isotherms

1. Inteoduction

The development of synthetic receptors capahle of recog-
nizing different hiomolecules and mimicking natural receptors
is an impartant area in Chemistry today. Between fhe different
approaches adopled so fur, molecular imprinting technology has
been intensely studied (Sellergren, 2001; Haupt, 2003; Walff,
2002 Moleculasly imprinted polymers (MIPs) have remarkable
recognition properties of great interest in a range of applications
from an analytical point of view, ie. chromatographic separa-
tions (Remcho and Tan, 1969; Takeuchi and Haginaka, 1999;
Spegel et al., 2003), solid phase extraction (Stevenson, 1999:
Mahaony el al., 2005), binding assays (Vitakis et al., 1993),
chemical sensors (Blanco-Lipez et al,, 2003, 2004; Dizz-Garcia
and Badia, 2004) and in synthetic chemist (Alexander ef al,
2003).

Although the synthesis of pon-covalent MIPs i relatively
easy and 4 large library of functional menomers iz availahle,
optimization of MIF formulation implies the selection of the

" Comesgonding author. Tel- +34 585103487, fax: +14 S5100125,
E-maii nddress: peb @uniovies (P Tuddn-Blanco).

(R56-S5EHE — co fronl matter © 2006 Elsevier BV, All rights reserved.
o 10, D00 B 2006030027

best functional monomer and the most adequate polymeriza-
tion sedvent for each selected remplate, among other reagents.
In practice, standard formulations using chemical intuition are
wsually employed and attempts aiming al modifying the prop-
enies of the polymers are tmadnly based on the irial-and-crror
methed, To facilitate the selection of the imprinting conditions,
combinatorial screening approaches and molecular mechanics
calculations (Lanza and Sellesgren, 1999%; Takeuchi et al,, 1999
Piletsky et al, 2001; Subrahmanyam et al., 2001; Chianella
el al., 2002) or semi-empirical quantum methods Wu et al.,
2003; Meng et al., 2004) have been described. These approaches
allow the identification of the best funclional monemer for
imprinting.

Recently, we have developed a general strategy for the ratio-
nal design of MIPs (Dificire et al, 2005) that permits the
selection of the functional monomer and polymerization sol-
vent, It is based on Density Functional Theory caleulations
of the stabilization energics of the prepolymerization adduct
between a selected template and different functional monomers,
The effect of the polymerization solvent is included using the
polarizable continuum model. Homovanillic acid was selected
as template for this investigation due to its structure with sev-
eral functional groups and its clinical irmportance as a neural
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crest pediatric tumer marker. In this work, we have extended the
number of functional monomers theoretically cvaluated, nclod-
ing 2-triffuoromethacrylic acid and 2-methyl-methacrylamide,
and we provide experimental evidence for hinding by measor-
ing the affinity to HVA and other chemicully nelated compoumnds
of the polymer prepared using the formulation that theory pre-
dicts, Adsorption equilibrium isotherms of HVA on the MIP
were oblained by monitoring a voltammetric signal that is pro-
portional to the concentration of the unbound 1emplate, The
hinding characteristies of the polymer were studied using three
different adsorption isotherm models frequently used in the char-
acterization of this kind of polymers: the Langmuir discrete
misdel and the continuous distribution models, Freundlich and
Langmuir-Freondlich (Umpleby et al., 2000, 2001ab, 2004,
Rampey et al., 2004; Ruzhion et al., 2005), The model that pro-
vides the hest fit for the experimental datz is selected to oblain
the distribution function of the polymer by means of the affinity
spectram method (AS), which is the simplest and maost popular
numerical algorithm for the determination of the binding site
heterogeneity of MIPs (Uimpleby et al,, 2000; Szabelski ot al,,
20012; Thakur et al., 1980).

2. Computational methods

All ealculations have been carried out using Gaussian 95
(Frisch ¢t al., 1998) software in a SGI workstation (SGI Origin
3800 platform) with the TRIX 6.5.23( operating system. Elec-
tronic energies were calenlated through Density Functional The-
ory (DFT) using the hybrid density funconal BALYE Geometry
oplirtizations were performed at the BILYPAG-31G* leved. To
obtain better interaction energies, additional single point cal-
culations were performed af the optimized geometries using
a larger basis st (BALYP/G-3114G** level), The method-
ology used was previously described (Difiziro et al., 2005).
Bricfly, for cach selected functionzl monomer the most stable
template-monomer complexes are located and their electronic
stabilization energy relative 1o isolated fragments, AE, are cal-
culated through the equation:

AE = Eftemplate-monomer) — [ E{template) + E(monomer)]
i

Finally, stahilization energies in different solvents are calou-
lared using the United Atom Hartree-Foeck (UAHF) Polarizable
Comtinuum Model (PCM) (Cosst el al., [998) in order (o select
the most stabalizing one.

3. Experimental
1.1, Chemicals

Homovanitlic acid (HVA), vanillylmandelic acid (VMA),
isgvanillic acid (IVMA), 4-hydroxy-3-methoxyphenylethanol
(MHFE), ethylene glyeol dimethacrylate (EGDMA), 2-
rrfuoromethscrylic acid (TFMAA), methaceylic acid (MAA),
2-methyl-methacrylamide (MA), 2-2"-azo-bis-{isobutyronitrile)
(AIBN) and 2,7'-dimethoxy-2-phenylacetophenone (DMPA)

¥, Difleire et i, f Béosenzors and Sivelecirmvaics 22 (2006 204371 )

were purchased from Sigma (Spain) and used as received. Al
chemicals were of analytical grade, and solvents were of HFLC
quality (Fluka, Spain).

The carbon paste was prepared by thoroughly mixing in
a momar 5g of graphite powder (Dicees, Bilbag, Spain) and
1.4 mL of paraffin oil (Merck, Spain).

1.2, Instrumentation

Differential pulse voltammetry (DPV) was performed using a
p-Autolab electrochemical analyzer (Eco Chemie B.Y., Utrecht,
The Metherlands) with GPES 4.8 software. All the mseasure-
ments were made using a comventional three-electrode sys-
tem. A platinum wire served as counter electrode and a
Ag|AgCI KCl{sal.) acted s reference. The working electrode
was a 3-mm diameter carbon paste electrode,

31.3. Procedures

To verify the results of the computational method for MIP
design we have adapted a procedure for small-scale preparation
of polymers {Lanza and Sellergren, [999). A solution containing
£.24 mmol of EGDMA, 140 pmol of HVA, 120 pmol of mitiator
(ATBN or DMPA) and ©.8 mL of polymerization solvent (oluene
or dichloromethane) was prepared, An aliquot of 650 kL of
this sodution was mized with 210 pmol of functional moaomer
(TFMAA, MA or MAA). Sixty five microliire of the resulting
polvmerization mixture were dispensed into 2-mL glass vial,
Each vial was then seabed with a rabber septum and purged with
He for 3 min. The vials were placed in an oven at 60%C during
2h for thermal polymerization of in a thermastatic chamber at
1.1°C and under UV light for 2h for photopolymerization.

For the preparation of the normal-scale polymers, EGDMA
(4mL; 21.2mmol), TFMAA (058825 g; 4.2mmol), and the
template moleculs (0.1275 g; 700 wmel) wese mixed with TmL
of toluene of acetonitrile, DMPA (01535 g; 600 jwmol) was wsed
toinitiate photopolymerization. The pre-polvmerization mixiure
was degassad with He for | min in an ice bath before and afier
addition of the photoinitiator. Photopolymerization was carmied
out in o thermostatic chamber (2.1 °C) under nitrogen aimo-
sphere and UV light (365 nm). The polymers wen: cnashed and
sieved in order to sefect particles with a diameter below 50 pum,

Control pelymers {NIP) were in all cases prepared in the same
wiy but without ternplate.

Thetemplate was removed from MIPs by washing with a mix-
tures of 104 (wiv) acetic acid and $0% (v/v) methanol, until HVA
was not detected by DFV, Finally, the polymers were washed
with the solvent used in the subsequent batch rebinding experi-
ments in order to verfy that no template bleeding occurmed,

34, Barch rebinding experiments

Stocks solutions of HYA in the same solvent as that used as
porogen in the MIP formulation were prepared and diloted in
ofder 1o obtadn selutions with HVA concentration in the range
4= 1079 to 1.2 % 107 M. Aliquets of these solutions were
incubated with mini-MIPs or with a fixed amognt of MIF or NIP
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of 10mgmL~" for 24 h in a tilting mixer. In order to determine
the amount of free HVA in the supernatant, [ mL of the solution
wis sepurated and the organic solvent cvaporated. The residue
was dissolved in citrate/HCL 0.1 M pH 1.1 and the amount of
HVA in the solution was determined by DPV, using 50mV of
pulse amplitude and 50 ms of pulse width, The concentration of
HVA bound to polymes {B) is obdained as the difference berween
the total concentration of HVA used in the assay (T), and the
concentration of free HVA measured afler equilibrium (F).

The cxperimental binding data were fued w0 the dis
crete Langmusir and the continuous Freundlich and Langmuir—
Freundlich models.

341 Langmuir isotferm (L)
The Langmuir isotherm (Eq. (21) is a discrete model tha
involves only one type of binding site:

B MEnF
T 14+ KgF

where My s the total number of binding site and K is the average
affinity.

From the Scatchard plot (B/F versus B formar), we can casily
extract the binding parameters: Kp and Ny Systems which fit 1o
the Langmuir isptherm, lead 1o a straight line in the Scatchard
plat with a slope equal to —Kp and an r-intercept egual o N,

(2

3.4.2, Freundlich isotherm {FI)

Tt is the most easily applied continuous distribution model,
The Flis a power function (Eq. {3)), where the pre-exponential
Factor o is & measure of the capacity (M) and average affinity
(&n) and m s the heterogeneity index:

B=af™ (3

The beterogensity incregses as the value of m decreases, This
erodel is applied by plotting the experimental binding isotherm
in log B versus log F format. In this format, systems that fit to
the FI fall o straight line, having a slope of m and & y-intercept
of log e

143 Langmuir-Freundlich isotherm (LF1)

The LFl (Eq. (4)) is an hybrid model of Langmuir and
Freundlich isotherms which describes a specific relationship
between the equilibrium concentration of bound and free guest
with three fiting coefficients: Ay, a and m, N iz the total number
of hinding sites, o is related to the average binding affinity {(Kp)
towards Ky =a", and m is the heterogeneity index.

i NMF“
" 1+4aF®

The experimental adsorption isothermn was fit to the LFT, Fl
and L1 models using a log plot (log & versus log F). This was
accomplished using the solver function in Microsoft Excel 20010,
using a method recently described (Rampey et al., 2004, For
each madel, the corresponding ftting parameters were varied 1o
meaimize the coefficient of determination (k). The correspond-
ing residuals, used to obtain the coefficient of determination,

()

were calculated as log Bup — log Begye. The standard errors in
the fitting coefficients were caleolated using the Lab Fit Curve
fitting software (v 7.2,33), The affinity distribution spectrem was
ahtained using the Hunston's numerical approximation method
(Thakur et al., 1980) by means of an analytical solution of the
Hunston equation for the specific case of the Freondlich isotherm
{Rampey et al,, 2004),

4. Results and discussion

4.1 Theoretival selection of the functional monomer and
paragenic solvent

The formation of a complex between the template and the
functional monomer in the porogenic salvent iz the frst step in
the imprinting process, In this work, two functional monomers,
TFMAA and MA were theorctically analysed as possible func-
tional menemers for the imprinting of HVA. The stracture of the
mst stable complexes between HVA=TFMAA and HVA-MA iz
presented in Fig, 1, Calculations indicate that hydrogen bonding
is the main stabilising interaction and that, for 1:2 complexes,
both monomer molecules are placed in opposite extremes of the
template, oriented by its functional groups.

The electronic stabilization energy, including ZFVE cor.
rections, of each complex in the gas-phase are collected in
Table 1. To show a more complele view, we also include
the stabilisation energies of HVA-MAA pre-polymerization
complexes recently published (Difieiro et al,, 2005). Although
VEY was also considered in the previous paper, it is now
discarded as functional monomer due o jts small interaction
with HVA. In elecironic energy the highest stabilization is
obtained for the 12 complexes, following the sequence; HVA-
(TFMAAY > HVA-(MAA ) > HVA-(MA):. The presence of
e selvents considered (leluene, chioroform, dichloromethane,
and acetonitile) influences the binding between monomer and
letmiplate, but the stability order is maintained. As it is shown
in Table 1, leluene is the most favourable solvent, followed
by chloroform, acetonitrile and dichloromethane and TFMAA
iz the functional monomer that leads to the most stable pre-
polymerization complex in all the tested solvents,

Tor predict the selectivity of the TRMAA-polymer, the asso-
eiation of the functional monemer and the structural analogous
of HVA shown in Fig. 2 was theoretically studied. Table 2 sum-

Tahle 1

Electzunic stabilization energies, including ZPVE coerections, and inlersction
energics in saluticn for the most stable pre-polymerization complenes Tocmed
begween the template end the tested funcliosal monomers

SE+IPVE)  AFesigion

Tobsene CHCl,  CHuCh  CHCN

HYA-TFMAA ~18.8 —111 =154 -142 =147
HYAL{TFMAA) <3135 =257 -17 -m4 -
HVA-MA 136 =117 =04 -2 ]
HVA-MA) =194 149 <131 -2  =]IE
HVA-MAA ~144 =125 -9 -5 —ja2
Hus-(MAAR -2 -85 =143 20 =132
All im hcal/mol
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1.705

HVA-TFMAA

3 L 708

HYALTFMAA);

HY WHA

marizes the electronic stabilization energies, including ZPVE
corrections, and stabilization encrgy of the 1:1 and 12 com-
plexes between TFMAA and each analogoos. YMA and IVMA
lead o complexes with TFMAA of similar stability 1o that of
HVA, both more stable than that obtained with MAA. MHPE,
that has a ydrony] group instead the carborylic group present in

Tabde 2

Elecinonic stabilization energies, incleding ZFVE carections, and interaction
encrpics in solution of the complexcs between TFMAS and some strocturs]
angbogees of HVA

A(E+7PVE) Aictaene

VMA-TFMAA =2k =171
VMA-TFMA A} =120 =3L7
IYMA-TRMAA =201 -17.3
IVMA-TFMAAL =324 -314
MHPE-TFMAA —-137 =110
MHPE-{TFMAA): -25.7 -144
All in kealimod.
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HYA-(MA);

Do &n®F OcOn
Fig. 1. Optimized geometries for the necet stahle adducts Incated berween HVA and MA or TEMAA, Distances in Angstrams.

L 0OH o OOH EHOH
OCH, é\w é\u;
i H OCH, OH

TVMIA MHFE

Fig. 2, Structure of HVA and som structural analogous.

the rest of melecules, forms with TEMAA the complex with the
lowest sability, This is typical for the strong hydrogen bond
formation that can be expecied between carboxylic acids in
poorly polar aprotic solvents. Assuming that the structure of
the complexes existing in solution reflects the stracture of the
subsequently formed binding sites, this fact may indicate that
the formation of the double hydrogen bond between the acidic
groups of the functional monomer and the template s the key
interaction that dominates the binding.

4.2, Experimental confirmation of the imprinting effect

Much of the molecularly imprinted polymees described in
the literature have been prepared by thermal polymerization
using AIBN as initiator. Alternatively, photochemical polymer-
ization ean be emploved. These two polymerization methads
were employed in our preliminary experiments. It was found
that polymers thermally prepared using ATEN had the lowest
kinetic of template releasing, leading to slow washing steps and
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3k

2 2 &8 BB

BT e (M)

=
-

MAA
Funetional mongmer

Fig. 3. Binding percent (8YT) for HYA cn imgrinted polymers synthesioed in
tehuene (dadied) and dichloceomethnne (dotted).

Ma

significant template bleeding, Polymers photochemically pre-
parcd wsing either AIBN or DMPA as initiator showed mach
better washing characteristics, although DMPA leads 1o a faster
and more effective polymerization than AIBN. DMPA was there-
fiore selected as the photo-initator for all the polymers used in
this study,

In order 1o verify the DFT caleulations, a rapid screening
approach was adopted. The functional monomers theoretically
siudied (MAA, MA and TFMAA) were selected and a series
of palymers synthesized on a small scale, using as porogenic
solvent toluene and dichloromethane, that are, respectively, the
best and worst solvents socording to the thearetical results, The
rebinding of the template to the MIPs and NIPs was compared by
mewsuring the amount of HVA rernaining in solution after 24 b
of equilibrating the low-scale polymers with 32 wM solutions of
HVA in the same solvert nsed as porogen. The binding percent is
valculated as the relasion between B and T{see Section 30, Asitis
observed in Fig, 3, the MIP prepared using TEMAA and tolusne
exhibited the largest specific binding, This contrasted with the
results vsing as functional menomer MA, which resulted in a
polymer showing no selective adsorption (the ratio between BIT
for MIF and NIF is much lower than 1), The polymers prepared

¥, Difieiro er al. # Biosenaors ond Bioelectromics 17 (2006) 364-371

[potyemer] mg.mﬂ

Fig. 4. Binding percens measured for a concentratios of HVA 15 107" M asa

fiegnztices wof e amount of H¥A-imprinted polymer, The polymes was peepared
using TFMAMA ms functional manomer, and wleene (—) or acetomitrile (- - - )
& perngenic and imcubation solvent,

in toluene showed higher binding percent than those prepared
in dichloromethane, according to the theoretical predictions.

To further confirm the selection of toloene as porogen and
incubation solvent, a normal scale version of the TFMAA based
MIP, prepared either in toluene or acetonitrile, was used to
measure the binding of HVA as a function of the amount of
polymer (Fig, 4). The material prepared from acetonitrile solu-
tioms presents very low binding of template, whereas the use of
toluene as paragen led to a dramatic increase in the HVA binding
percent, These experiments verify that, according to the theo-
retical predictions, among the different solvents and monomers
tested, tolwene 15 the most favourable solvent and TFMAA the
best functional monomer (o prepare an imprinting material o
recopnize HVA.

The complets confirmation of the imprinting effect implics
io study the selectivity of the TFMAA-MIP. This was accom-
plished by comparing the binding of HVA with that of com-
poands structurally related 1o the template, The TEAMAA-MIP
exhibited the strongest retention of the template when compared

Tahle 3
Handing percent and specific hinding for MIF and NIF incubsted in 2 1% 10°* M solution of HVA, VMA, IVMA and MHPE in talusne with a conceniration of
pedymer of 10 mgmi~!
(BT e () (BTl (503 (BT BT e
OH CH,—CO0H
Hva EL] q 12
H:
RO r:l[ COOH
VMA H 75 4 |
H
HCO CDL‘IH
WA 2] L] 1
CH,OH
MHFE 4 L 1
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with a non-imprinted control polymer (Table 3). VMA, which
as HVA is a carbooylic acid and contains an additional hydroxyl
group, exhibit higher binding percent than HVA in the MIP, bt
the natre of the hinding is unspecific because the same bind-
ing percent is obtained in the NIF, In [YMA the pasition of the
hydroxyl and methoxy groups is swapped with respect to VMA,
The binding percent in the MIP and the NIP is slightly lower than
that obraired for YMA, bur again, the specific binding, evalu-
ated as the relation between the binding percenmt mensured for
MIF and NIP, 15 12 times lower than the coresponding value
fior HVA., Therefore, the hydromy] and meshoxy groups in posi-
tioms 3 and 4, contribute only in a low extent o the recogniton
of HVA. Finally, MHFE displays low retention percent both
in MIF and NIP. This may be due to the different structure of
this molecule, which has a hydroxyl group instead of carboxyl,
Therefore, the formation of the double hydrogen bond between
the acidic groups of the template and the lunctional monomer is
Uz main inleraction responsible of the recogniGon in the binding
sites. These evidences confirm the theoretical resufts,

4.3, Cheracrerization of the binding propersies of TEMAA
polymers

Mon-covalent MIPs are charactenzed by a heterogencous dis-
tribution of binding sites with different affinity and selectivity,
The characterization of these polymers supposes to determine
the number of binding sites having a determined binding affin-
ity, pariicularly in the range of template concentrations useful
from an analytical point of view. This question was answered
by performing batch rebinding experiments with MIP, Differernt
amount of HYA inthe range 1.4 = 05 Mt 1.2 5 1074 M were
added 1o a suspension of 10 mg ml =" of the polyimers in toluene.
The adsorption isotherm was ohtained by plotting the concen-
tration of bound versus unbound species (Fig. 5). Values of free
femplate in the range 2.7 x 10~ t0.5.1 x 10~* M were obtained
and the saturation was nod reached. The binding isotherm has
been fitted o he three models summarized in Section 2, and the
resulis are reported in Table 4. In the measured concentration
window the imprinted polymer can be accurately modelled by
the Freundlich isatherm.

- 1.5
=2
1.5
L1 T
-]
=05 é
[ [} o
2 2
= 05
= -1
=15

Fig. 5, Bindiag isotherm for the HVA-MIE
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Tahie 4
Fisting coeflcients for the Langmuir, Langmuir-Fremndlich, and Freundlich
muidels of the MIP

Lariggemair (LI}
Ky (pmal g™ (2164132 « 1P
Kp M) (1,19 £ 1.00] « 10
] el
Langmuir-Freendlich {LFT}
My (umolgy 5,45 £40,13) » P
a(M™) (23042450 = 1P
m 004 £0062
R 0473
Freusdiich (FI)
afumel g™y (MR LELES RV ER iy
" 097 +40.02
R 0558

To characterize the binding properties of the MIF, we have
employed an analytical method (Rampey et al., 2004), which
allows the caleulation of the affinity disimbution (AD) of siles
wsing the linear portion of the binding isetherm when pletted in
log=Tog format (FI), as it occurs in the concentration window
under study. Fig. 6 shows the affinity distributions for MIP and
MIF, In both cases, an exponentially decaying distribution of
binding sites with respect to the association constant is obtained,

A comparison was msde between the binding parameters
obtuined, using this model, for MIP and NIP (Table 5), The
MIP results slightly more heterogeneous than NIF, and within
the analytical concentration window, the MIP has a number of
hinding sites 15 times greater than NIF, with an average affinity
35% higher. The popualation of sites with high association con-

30 -
e
E 10 =
z L
0 <
L] 5 B T
log (K. M1}
2.

log (N, pmol.g)
o
/
[ &

2 “-t \a\\ ]
] v
e »

log {K, M7)
Fig. & Fl affisity disiritations for MIP (=) and MIP {--- ).
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Table 5 Frisch, M.J., Trucks, G.W., Schiogel, HB., Scosesta, G.E., Robb, M.A., Cheese-
Rinding pammeters, chtained wsing the AD method, for MIF and NIP man, 1R, 7k ki, V3., M v, LA, St R.E.. Burzat,
MIF WIE 1., Dapprich, 5., Millem, J, M, Daniels, A0, Eodin, KM, Stmin, M.C,
Feskas, O, Tames, )., Barose, ¥, Cosa, M., Cammi, B, Meames, B,
My gz (wmalg=") 1302 k4 Pomelli, C., Adamn, C., Clifford, &, Qchterski, 1, Peterson, LA, Ayala,
Kpi (MY iR 15041 40 BY., Cui, 01, Morokuma, ., Malick, TVE. Rabock, A.Tv, Raghavachari,

Kopin—Kp = 1052-37T3585 M~

stant (K >4 = 10°), although it is only 1% of the total number
of sites, is 23 times higher in the molecalarly imprinted pokymer,

5. Conclusions

The Density Functional Theary approach, developed for the
rational design of molecularly imprinted polymers (MIPs), pre-
dicts that nfluoromethacrylic acid (TEMAAMIoene is the
combination of functional monomerfsolvent that leads 1o the
most stable prepolymenzation adducts with homovanillic acid
as template, Batch rebinding experiments performed with dif-
ferent MIPs suggest that the structure of the pre-polymerization
complexes reflects the strocire of the binding sites oained
after polymerization, because the HVA-MIP based on TFMAA
presents the highest binding percent for HVA and very low
cross renctivity with respect to some structural analopous of
the template. The number of binding sites and average affinities,
chinined using the affinity dissribution method and Freundlich
isothert model, demonstrates that MIP exhibits specific molec-
ular recognition ability towards the template molecule.
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Anexo II: Tablas

T-1. (Figura 6.5). Variacion del potencial de pico del proceso anddico
principal del acido homovanillico con el pH para un electrodo de
pasta de carbono. Las medidas se realizaron mediante voltametria
ciclica a una concentracién de HVA de 2x10™* M. (Se muestran los

datos que se ajustan a la variacion lineal).

pH E/V
1.00 0.8063
3.05 0.6980
4.00 0.6569
5.00 0.6300
7.05 0.4884
8.00 0.4610

10.12 0.3570
10.99 0.2956
12.00 0.2956
13.14 0.3078

T-2. (Figura 6.6). Variacion de la intensidad de pico del proceso anddico
principal del acido homovanillico frente al pH para un electrodo de
pasta de carbono. (Se muestran los datos que se ajustan a la

variacion lineal).

pH i/A
1.00 2.30x107°
3.05 1.35x107°
4.00 1.13x107
4.90 9.50x10°®
6.08 7.50x10°®
7.05 7.17x10°®
8.00 5.43x10°®
9.18 5.47x10°®
10.12 4,10x10°®
10.99 3.96x10°®
12.00 2.82x10°
13.14 3.35x10®
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T-3. (Pag.127). Variacion de la intensidad de pico del proceso anddico
principal del acido homovanillico con la raiz cuadrada de la velocidad
de barrido de potenciales a diferentes concentraciones de analito

para un electrodo de pasta de carbono.

1/2 1/2 i/A
vI(Ns) [HVA]=2x10"M [HVA]=5x10°M [HVA]=5x10"°M
0.07071 6.71x10° 1.07x10° 1.16x107
0.10000 9.34x10°® 1.44x10°® 1.34x107
0.15810 1.41x10° 2.16x10® 2.27x107
0.22360 1.95x107° 3.07x10° 4,01x107
0.31620 - 4.14x10°® -
0.44720 3.49x10° 4.99x10°® 8.65x107
0.70710 - 8.05x10® -
1.00000 6.60x10 - :

T-4. (Figura 6.7). Variacién de la intensidad de pico anddico del acido
homovanillico con la concentracion en un medio de citrato/HCl
0.1 M de pH=1.10 para un electrodo de pasta de carbono (Se

muestran los datos que se ajustan a una recta).

[HVA]/mM i/pA
1.00x10*  8.45x103
5.00x10*  3.58x1072
1.00x103  8.33x107
5.00x10°  3.51x10"
1.00x10%  6.65x10*
1.40x10%  9.45x10*
5.00x10 3.50
1.00x10! 6.02
2.00x10 12.13
5.00x10! 26.80
8.00x10 33.22

1.00 34.51
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T-5. (Figura 6.8). Representacion del porcentaje de enlace (B/T) en
funcion de la concentracion de polimero a una concentracion
constante de HVA de 1x10* M para MIP y NIP sintetizados e

incubados en tolueno.

[MIP] mg/mL IP] mg/mL

Tolueno % (B/T) N Tolueno %(B/T)
0.5 13 0.5 0
1.5 25 10.0 6
5.0 39 40.0 36
10.0 46 80.3 51
20.0 55 121.1 62
40.0 65
80.3 76
121.1 85

T-6. (Figura 6.9). Representacion del porcentaje de enlace (B/T) en
funcion de la concentracion de polimero a una concentracion
constante de HVA de 1x10“ M para MIP sintetizado e incubado en

tolueno y MIP sintetizado e incubado en acetonitrilo.

[MIP] mg/mL [MIP] mg/mL

Tolueno %(B/T) Acetonitrilo %(B/T)

0.5 13 0.5 0

1.5 25 1.5 0

5.0 39 5.0 0
10.0 46 10.0 0
20.0 55 20.0 4
40.0 65 60.0 5
80.3 76 120.0 9
121.1 85
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T-7. (Figura 6.10). Representacion de log B y log F de MIP y NIP para
construir la isoterma de adsorcidn experimental. B representa la

fraccion de HVA enlazada al polimero y F la fraccidon libre o no

enlazada.
MIP NIP
log(F/M) log(B, pg/mL) log(F/M) log(B, pg/mL)
-1.7001 0.6407 -3.8303 -2.0069
-1.4227 0.8563 -2.7376 -0.7011
-0.6457 1.6739 -1.6623 0.3150
-0.2906 1.8569 -1.4218 0.6129
-3.0963 -0.7387 -0.1644 1.6173
-3.5773 -0.9646
-2.9995 -0.5499
-2.3911 -0.0345
-0.4700 1.8830

T-8. (Figura 6.11). Distribuciones de afinidad (DA) obtenidas con el MIP y
el NIP para la ILF en formato logaritmico (log K vs. log N) y

semilogaritmico (log K vs. N).

MIP NIP

_log(K/M™) Ni(pmol/g) logN; log(K/M™*) Ni(pmol/g) log N;
-0.8861 0.0417 -1.3797 0.3010 -0.0069
-0.8539 0.0448 -1.3486 0.6021 -0.0142
-0.8239 0.0479 -1.3197 0.6990 -0.0178
-0.7959 0.0510 -1.2925 0.8451 -0.0248
-0.7696 0.0541 -1.2669 0.9542 -0.0315
-0.7447 0.0572 -1.2428 1.0000 -0.0347
-0.7212 0.0603 -1.2199 1.1761 -0.0491
-0.6990 0.0634 -1.1982 1.3010 -0.0606
-0.5229 0.0945 -1.0247 1.4771 -0.0739
-0.3979 0.1260 -0.8997 1.5441 -0.0754
-0.3010 0.1580 -0.8012 1.6532 -0.0681
-0.2218 0.1907 -0.7197 1.7782 -0.0306
-0.1549 0.2240 -0.6498 1.9031 0.0680 -1.1674
-0.0969 0.2579 -0.5885 2.0000 0.2203 -0.6570
-0.0458 0.2925 -0.5339 2.1139 0.5426 -0.2655
0.0000 0.3278 -0.4844 2.1614 0.7429 -0.1291
0.0792 0.4003 -0.3976 2.2041 0.9673 -0.0145
0.1461 0.4755 -0.3228 2.3010 1.6715 0.2231
0.2041 0.5534 -0.2569 2.3979 2.7338 0.4368
0.2553 0.6340 -0.1979 2.4771 3.9510 0.5967
0.3010 0.7171 -0.1444 2.5441 5.2783 0.7225
0.4771 1.1710 0.0685 2.6021 6.6776 0.8246
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MIP NIP
_log(K/M™*) Ni(pmol/g) logN; log(K/M™*) Ni(pmol/g) log N;
0.6021 1.6850 0.2266 2.6532 8.1170 0.9094
0.6990 2.2551 0.3532 2.6990 9.5702 0.9809
0.7782 2.8775 0.4590 2.7404 11.0160 1.0420
0.8451 3.5486 0.5501 2.7782 12.4374 1.0947
0.9031 4.2653 0.6300 2.8129 13.8213 1.1405
0.9542 5.0247 0.7011 2.8451 15.1573 1.1806
1.0000 5.8241 0.7652 2.8751 16.4380 1.2158
1.1761 10.3380 1.0144 2.8893 17.0558 1.2319
1.3010 15.5339 1.1913 2.9165 18.2438 1.2611
1.3979 21.2159 1.3267 2.9294 18.8133 1.2745
1.4771 27.2331 1.4351 2.9542 19.9019 1.2989
1.5441 33.4673 1.5246 3.0000 21.8759 1.3400
1.6021 39.8249 1.6002 3.0212 22.7617 1.3572
1.6532 46.2315 1.6649 3.0414 23.5814 1.3726
1.6990 52.6282 1.7212 3.0792 25.0298 1.3985
1.7782 65.2132 1.8143 3.1461 27.2254 1.4350
1.8451 77.3112 1.8882 3.2553 29.3819 1.4681
1.9031 88.7597 1.9482 3.3424 29.5427 1.4705
1.9542 99.4678 1.9977 3.3979 28.8912 1.4608
2.0000 109.3925 2.0390 3.4314 28.2333 1.4508
2.0414 118.5233 2.0738 3.4771 27.0423 1.4320
2.0792 126.8712 2.1034 3.5051 26.1665 1.4177
2.1139 134.4612 2.1286 3.5315 25.2571 1.4024
2.1461 141.3273 2.1502 3.5563 24.3339 1.3862
2.1614 144.5009 2.1599 3.5798 23.4112 1.3694
2.1761 147.5084 2.1688 3.6232 21.6072 1.3346
2.2041 153.0462 2.1848 3.6435 20.7390 1.3168
2.2304 157.9834 2.1986 3.6812 19.0884 1.2808
2.2553 162.3620 2.2105 3.6990 18.3096 1.2627
2.2788 166.2233 2.2207 3.7160 17.5629 1.2446
2.3010 169.6066 2.2294 3.7324 16.8482 1.2266
2.3522 176.2147 2.2460 3.7634 15.5131 1.1907
2.3979 180.5902 2.2567 3.7782 14.8911 1.1729
2.4393 183.1748 2.2629 3.7924 14.2981 1.1553
2.4771 184.3322 2.2656 3.8062 13.7329 1.1378
2.5441 183.4969 2.2636 3.8195 13.1945 1.1204
2.6021 179.8433 2.2549 3.8325 12.6817 1.1032
2.6284 177.3352 2.2488 3.8451 12.1931 1.0861
2.6532 174.5165 2.2418 3.8692 11.2844 1.0525
2.6990 168.2587 2.2260 3.9031 10.0753 1.0033
2.7404 161.5488 2.2083 3.9243 9.3600 0.9713
2.7597 158.1253 2.1990 3.9445 8.7087 0.9400
2.7782 154.6943 2.1895 3.9731 7.8373 0.8942
2.8129 154.6943 2.1895 3.9912 7.3184 0.8644
2.8451 141.2582 2.1500 4.0000 7.0757 0.8498
2.8751 134.8701 2.1299 4,0212 6.5131 0.8138
2.9031 128.7664 2.1098 4.0414 6.0075 0.7787
2.9294 122.9663 2.0898 4.0969 4.7673 0.6783
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MIP NIP

_log(K/M™*) Ni(pmol/g) logN; log(K/M™*) Ni(pmol/g) log N;
3.0000 107.3992 2.0310 4.1461 3.8404 0.5844
3.0212 102.7931 2.0120 4.1761 3.3492 0.5249
3.0414 98.4562 1.9932 4.2304 2.5856 0.4126
3.0792 90.5297 1.9568 4.3010 1.8083 0.2573
3.1461 77.2487 1.8879 4.3424 1.4478 0.1607
3.2553 58.2154 1.7650 4.3617 1.3006 0.1141
3.3424 45.6055 1.6590 4.3802 1.1710 0.0685
3.3979 38.7647 1.5884 4.3979 1.0564 0.0238
3.4314 35.0722 1.5450 4.6990 0.0861 -1.0652
3.4771 30.5066 1.4844 4.8751 -0.0461
3.7782 11.6534 1.0665 5.0000 -0.0723
4.0000 5.6551 0.7524 5.3979 -0.0531
4.3979 1.6402 0.2149 5.6990 -0.0291
4.6990 0.6997 -0.1551 6.0000 -0.0147
4.8751 0.4397 -0.3568 6.0414 -0.0133
5.0000 0.3204 -0.4943 6.1761 -0.0097
5.3979 0.1233 -0.9089 6.2788 -0.0075
5.6990 0.0621 -1.2070 6.3979 -0.0057
6.0000 0.0318 -1.4981 6.6021 -0.0034

T-9. (Figura 6.12). Distribuciones de afinidad (DA) obtenidas con el MIP y
el NIP para la IF en formato logaritmico (log K vs. log N) y

semilogaritmico (log K vs. N).

MIP NIP
Iog(K/M'l) N(pmol/g) logN N(pmol/g) log N
3.3010 27.6182 1.4412 0.8387 -0.0764
3.9031 7.6998 0.8865 0.2126 -0.6724
4.5051 2.1467 0.3318 0.0539 -1.2683
5.1072 0.5985 -0.2230 0.0137 -1.8643
5.7093 0.1669 -0.7777 0.0035 -2.4603
6.3113 0.0465 -1.3324 0.0009 -3.0562
6.4870 0.0320 -1.4942 0.0006 -3.2301
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T-10. (Figura 6.14). Representacion del porcentaje de enlace (B/T) para
MIP y NIP del HVA, VMA, IVMA y MHPE para una concentracién de
molécula de prueba de 1x10™* M y una concentracién de MIP y NIP de 10

mg/mL.

B/TMIP(°/°) B/TNIP(°/°) (B/TMIP)/( B/TNIP)

HVA 46 4 12
VMA 75 78 1
IVMA 63 66 1
MHPE 4 6 1

T-11. (Figura 7.2). Variacién de la intensidad de pico anddico del acido
homovanillico con la concentracion en un medio de citrato/HCl
0.1 M de pH=1.10 para un electrodo de carbono vitrificado sin

modificar.

[HVA]/mM i/pA
1.00E-04 0.00
5.00E-04 0.03
1.00E-03 0.04
5.00E-03 0.10
1.00E-02 0.28
5.04E-02 2.07
1.00E-01 3.77
2.00E-01 6.50
3.00E-01 8.19
5.05E-01 11.70

T-12. (Figura 7.4). Efecto de ¢ (UV) en el espesor de la capa.

t (UV)/min Promedio anchura/pym O n-1

2.5 234.5 12.3
3 433.2 30.9
4 619.4 13.5
5 620.5 10.9
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T-13. (Figura 7.6). Curvas de respuesta para tres MIPEs sintetizados tras
1, 2 y 3 minutos de ¢ (UV) después de incubaciones de 15 minutos

en disoluciones de HVA en tolueno.

t (UV)=1 min t (UV) =2 min t (UV) =3 min
[HVA]/M i/A [HVA/M] i/A [HVA]/M i/A
1.00x10°  1.54x107 1.00x10° 6.81x10®  1.00x10° 4.90x10®
5.00x10°  2.12x107 2.00x10* 1.62x107  5.00x10®° 7.57x103
1.00x10*  2.33x107 4.50x10% 2.25x107  1.00x10™* 7.72x10°®
5.00x10*  3.84x107 8.00x10% 4.25x107  2.00x10™ 1.03x107
1.20x103  9.54x107 1.00x10° 6.37x107  6.00x10™* 2.02x10”
1.50x103  1.01x10° 3.00x10° 2.06x10°  1.00x103 2.21x10”
3.00x10°  2.07x10°® 5.00x10° 3.98x10°  5.00x10° 3.70x10°
5.00x10°  3.08x10°® 1.00x10% 6.19x10°  3.00x10° 2.50x10°
1.00x10% 5.20x10° 3.00x102? 9.65x10°  1.00x10? 6.79x10®
3.00x102%  1.96x10° 1.00x10" 1.64x10°  3.00x10% 1.07x107
5.00x102  3.06x10° 1.50x10" 1.90x10°  1.00x10" 1.09x107
1.00x10  4.18x10° 2.00x10?! 2.64x10°  3.00x107! 1.07x10°
1.50x10"  4.36x10° 3.00x10" 2.69x10”
3.00x10?  4.67x107

T-14. (Figura 7.8). Representacion semi-logaritmica de los calibrados para
dos electrodos modificados con polimero molecularmente impreso

sintetizados en tolueno y cloroformo tras dos minutos de ¢ (UV).

Tolueno Cloroformo
log([HVA]/M) i/A___log([HVA]/M) /A

-5.0000 8.73x10® -3.3010 8.13x10®
-4.3010 2.13x107 -3.0000 1.10x107
-4.0000 8.00x10” -2.6990 3.12x107
-3.6990 1.14x10°® -2.3010 9.87x10”
-3.5229 1.50x10°® -2.0000 1.07x10°
-3.3010 2.05x10°® -1.5229 2.76x10°®
-3.0000 6.73x10°® -1.3010 3.82x10°®
-2.5229 1.10x107 -1.0000 3.95x10°®
-2.3010 1.19x10° -0.6990 4.40x10°®
-2.0000 2.63x10°

-1.3010 3.39x10°

-0.6990 3.20x107°

-0.5229 3.19x10°
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T-15. (Figura 7.9). Intensidades de corriente de electrodo modificado con
polimero impreso (MIPE) y electrodo modificado con polimero no
impreso (NIPE) frente al tiempo de lavado en acetonitrilo en una

disolucidon de HVA de concentracion 5x10™ M en tolueno.

t/s imrpe/ A ingpe/ PA  imrpe/ inpe
2 1.45 0.08 18
3 1.66 0.09 18
4 1.49 0.08 19
5 1.33 0.08 17
6 1.40 0.06 23
7 1.33 0.06 22
8 1.40 0.09 16
9 1.69 0.08 21
10 1.66 0.09 18

T-16. (Pag. 175). Intensidades de corriente de un electrodo modificado
con polimero impreso (MIPE) frente al tiempo de equilibrio en el
medio de medida (citrato/HCl 0.1 M pH=1.10) tras una incubacion

en una disolucidon de HVA de concentracion 5x10™ M en tolueno.

t/s i/A
0 2.82x107
5 2.37x107
10 1.40x107
15 1.35x107
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T-17. (Figura 7.10). Graficas de calibracion para dos MIPEs sintetizados
con TFMAA y MAA en tolueno para un valor de ¢ (UV) de un

minuto.

[HVA]/pM impe- Maa/ A Imipe-TrMan/ A

0.01 0.05 0.09
0.05 0.06 0.09
0.10 0.06 0.10
0.50 0.10 0.15
2.00 0.17 0.25
3.00 0.22 0.31
5.00 0.30 0.43
8.00 0.39 0.59
10.00 0.52 0.69
20.00 0.61 0.91
30.00 0.83 1.25
50.00 1.05 1.45
100.00 1.36 1.69

T-18. (Figura 7.11). Influencia del porcentaje de isooctano en el ¢ (UV)

necesario para iniciar la polimerizacion.

% Isooctano t (UV) [ min

0 10
25 13
50 20
75 25

100 30

T-19. (Figura 7.12). Influencia del porcentaje peso/volumen de PVAC en

el t (UV) necesario para iniciar la polimerizacion.

%PVAC t (UV) /min

0 10
2 7.5
4 7
10 6
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T-20. (Figura 7.13). Variacion de la intensidad de corriente con el
porcentaje peso/volumen de polivinilacetato (PVAC) para una capa
sintetizada con diglyme como disolvente porogénico. La incubacion
se realizd en una disolucion de HVA de concentracién 4.76x10* M

en diglyme.

%PVAC i/A O 1
0 0.26x10°  0.2x107
2 0.23x10®  0.1x107
4 0.20x10°  0.1x107
10 0.16x10°  0.1x107

T-21. (Figura 7.14). Variacion de la intensidad de corriente con el
porcentaje de isooctano para una capa sintetizada con diglyme
como disolvente porogénico. La incubacién se realizd en una

disolucién de HVA de concentracién 4.76x10™M en diglyme.

%oIsooctano i/A O n-1
0 0.26x10°%  0.2x107
25 0.13x10°  0.1x107
50 0.11x10%  0.2x107
75 0.10x10°  0.1x107
100 0.10x10®  0.1x107

T-22. (Figura 7.15). Variacion de la intensidad de corriente con el
porcentaje de isooctano para una capa sintetizada con tolueno
como disolvente porogénico. La incubacion se realizd en una

disolucidon de HVA de concentracion 4.76x10 M en tolueno

%oIsooctano i/A O n-1
0 1.76x10°  0.8x10”
25 0.73x10®  0.6x107
50 0.61x10°  0.2x107
75 0.52x10®  0.5x107
100 0.10x10°  0.1x10”
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T-23. (Figura 7.16). Variacion de la intensidad de corriente con la
naturaleza del disolvente de incubacion para capas sintetizadas en

tolueno y capas sintetizadas en diglyme, respectivamente.

Dvte. Dvte. porogen: Dvte. Porogen:
incubacion tolueno diglyme
Promedio i/A O n1 Promedio i/A O n-1
Tolueno 1.76x10° 0.9x107 0.15x10°® 0.7x107
_Diglyme 0.19x10° 0.4x107 0.26x10°® 0.9x107

T-24. (Figura 7.17). Variacién de la corriente de pico de un electrodo
modificado con polimero impreso (MIPE) frente al tiempo de

incubacion en tolueno para una concentracion de HVA de

5x107 M.
t/min impe/ HA
0 0.00
1 0.20
2 0.60
3 0.80
5 1.14
10 1.55
15 1.82
20 2.02
30 2.20
40 2.20

T-25. (Figura 7.19). Variacién de la intensidad de pico anddico con la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido de potenciales a una

concentracion de HVA de 0.1 M.

Vi2/(mv/s)'? i/pA
2.2361 4.80E+01
3.1623 5.20E+01
4.4721 8.08E+01
6.0000 1.09E+02
7.0711 1.26E+02
10.0000 1.70E+02
14.1421 2.20E+02
22.3607 3.30E+02
31.6228 4.26E+02
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T-26. (Figura 7.21). Representacion del inverso de las intensidades de
corriente de difusion frente al inverso de la raiz cuadrada de la
velocidad de rotacidon para tres MIPEs de la misma composicidn
sintetizados a tres ¢ (UV) distintos (180, 60 y 30 segundos) y para
un NIPE sintetizado a 180 segundos, para una concentracion de
HVA de 1x107 M.

MIP NIP
w-1/2/ w-1/2/
tE(UV)[s (rad/s)*?  i'/A'  (rad/s)¥* /A

0.1382 42837.7400
0.0977 36886.4900
0.0798 34618.4900
0.0691 33444.8200
0.0618 32615.6800

30 0.0564 32051.2800
0.1382 121657.5000
0.0977 100494.4000
0.0798 89802.8800
0.0691 81124.0500
0.0618 72251.2000

60 0.0564 64684.3100
0.1382 436662.2000 0.1382 2350011.0000
0.0977 351838.9000 0.0977 1517174.0000
0.0798 305408.8000 0.0798 1252097.0000
0.0691 288184.4000 0.0691 1120976.0000
0.0618 276419.5000 0.0618 995787.8000

180 0.0564 259776.0000 0.0564 892100.5000
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T-27. (Figura 7.25). Variacidén de la intensidad de pico anddico con la
concentracion de HVA para un MIPE y un NIPE sintetizados tras un

valor de ¢ (UV) de un minuto.

[HVA]/pPM  imipe/ BA Intpe/ PA

0.01 0.09 0.00
0.05 0.09 0.00
0.1 0.10 0.00
0.5 0.15 0.00
2 0.25 0.00
3 0.31 0.00
5 0.43 0.03
8 0.59
10 0.69 0.04
20 0.91
30 1.25
50 1.45 0.07
100 1.69 0.10

T-28. (Figura 7.26). Grafica de calibracién en formato semilogaritmico
obtenida mediante DPV para un MIPE sintetizado a un valor de
t (UV) de un minuto.

_log([HVA]/pM) i/pA
-2.00 0.09
-1.30 0.09
-1.00 0.10
-0.30 0.15
0.30 0.25
0.48 0.31
0.70 0.43
0.90 0.59
1.00 0.69
1.30 0.91
1.48 1.25
1.70 1.45
2.00 1.69
2.70 1.88
3.08 1.88
3.18 2.01
3.48 2.17
3.70 3.18
4.00 5.20
4.48 19.60
4.70 30.60
5.00 41.80
5.18 43.60
5.48 46.70
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T-29. (Figura 7.28). Intensidades de corriente para un electrodo
modificado con polimero molecularmente impreso sintetizado tras
3 minutos de ¢ (UV) e incubado en una concentracion de 5x10° M

en tolueno de las distintas especies interferentes estudiadas.

i/A
HVA 1.18x10°®
VMA 1.64x10°®
IVMA  1.47x10°®
MHPE  0.32x10°

T-30. (Figura 7.30). Curva de adiciones estandar para un electrodo de
carbono vitrificado sin modificar en orina diluida 1:10 con

citrato/HCI de concentracion 0.1 M y pH=1.10.

[HVA]/M i/A

0 6.47x107
4,52x10> 3.83x10°
1.95x10*  7.89x10°®
3.61x10"  9.31x10°
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