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Resumen 

Las investigaciones realizadas han permitido desarrollar un método 

para el diseño racional de polímeros molecularmente impresos (MIPs) no 

covalentes basado en cálculos del Funcional de la Densidad (DFT) de la 

energía de estabilización del aducto de prepolimerización formado por la 

molécula molde (ácido homovaníllico o HVA) y los monómeros 

funcionales: ácido 2-trifluorometacrílico (TFMAA), ácido metacrílico (MAA), 

2-metacrilamida (MA) y 4-vinilpiridina (VPY) en seis disolventes de distinta 

constante dieléctrica: tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo, 

dimetilsulfóxido y agua. El modelo parte de la hipótesis de que la 

combinación de monómero funcional y disolvente porogénico que lleve a 

la menor energía de estabilización del aducto conducirá al mejor receptor 

polimérico. El efecto del disolvente se incluyó utilizando el modelo del 

Continuo Polarizado. 

 

Los resultados obtenidos a partir del cálculo en disolución permiten 

concluir que el tolueno es el disolvente que conduce a complejos más 

estables para todos los monómeros funcionales. En este disolvente, 

TFMAA es el monómero que tiene una energía de Gibbs de estabilización 

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

 

Esta selección teórica de disolvente y monómero funcional se validó 

experimentalmente sintetizando MIPs en forma particulada, y 

comprobando su reconocimiento molecular mediante ensayos de unión. 

Con este fin, se manejaron diversos modelos matemáticos (isotermas de 

adsorción de Langmuir, Freundlich, y Langmuir-Freundlich). Utilizando el 

modelo de Freundlich, que fue el que mejor se ajustó a los resultados 

experimentales, se obtuvieron para el MIP una constante de afinidad 

promedio de 2×104 M-1 y un número de sitios de unión promedio de 13 

µmol/g. 



 

 

Además, la validez de las predicciones teóricas se comprobó 

mediante la construcción de un sensor voltamétrico para HVA. Para esto, 

se emplearon electrodos de carbono vitrificado modificados con una fina 

película de polímero impreso sintetizado mediante recubrimiento bajo 

rotación y polimerización fotoquímica. A partir del monómero funcional y 

disolvente óptimo predicho por el método computacional se obtuvieron 

sensores con buenas propiedades de reconocimiento. La señal del HVA se 

registró, tras una incubación del electrodo modificado en tolueno, 

mediante voltametría diferencial de pulso en un medio exento de analito 

(citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo). Con los 

sensores construidos se obtuvo un intervalo dinámico lineal de tres 

órdenes de magnitud (10-8-10-5 M) y un límite de detección de        

1.6×10-8 M. 

 

Se realizaron estudios empleando un electrodo de disco rotatorio 

para determinar el área efectiva del electrodo y la permeabilidad de la 

capa polimérica. Se obtuvieron valores de permeabilidad del orden de    

10-5 cm2/s para el electrodo modificado con polímero 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 difusión calculados para HVA en disolución. 

Este hecho refuerza la hipótesis de que existe un mecanismo de reparto 

entre la disolución y la película polimérica. En consecuencia, se puede 

afirmar que el mecanismo de respuesta del sensor se basa en la 

preconcentración del HVA en la capa polimérica en el disolvente óptimo 

(tolueno), transferencia a otro disolvente que favorezca su liberación de 

los sitios de unión y, por último, difusión desde los sitios de unión a la 

superficie del electrodo.  



 

 

El estudio de selectividad realizado mediante cálculos DFT con 

análogos estructurales del ácido homovaníllico: ácido vanillilmandélico 

(VMA), ácido isovanillilmandélico (IVMA), ácido isohomovaníllico (IHVA), 

alcohol homovaníllico (MHPE) y ácido indolacético (IAA) indica que la 

formación de un doble puente de hidrógeno entre el grupo carboxilo de la 

molécula de prueba y el grupo carboxilo del sitio de unión es la interacción 

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 teóricas.  

El estudio teórico con moléculas potencialmente interferentes al HVA 

en muestras de orina, entre las que se encuentran análogos estructurales 

de carácter básico: dopamina, epinefrina, norepinefrina, metanefrina y 

normetanefrina y análogos de carácter ácido: VMA, IHVA, MHPE e IAA, 

muestra que, exceptuando MHPE, todos los metabolitos estudiados 

podrían competir con el HVA por los sitios de unión al sensor.  

 

Por último, se desarrolló un método analítico para la determinación 

de HVA en orina empleando el sensor construido. En todos los análisis 

realizados se obtuvieron valores en exceso de la concentración de analito 

en las muestras. Estos resultados podrían justificarse teniendo en cuenta 

que el método computacional también permitió predecir la interferencia de 

varios compuestos endógenos de la matriz de la orina.  

 

Para finalizar, se concluye que el método computacional basado en 

cálculos DFT desarrollado en este trabajo puede emplearse para resolver 

problemas cruciales en el campo de la impresión molecular, como son la 

selección del mejor monómero funcional, el mejor disolvente, el mejor 

medio de incubación, e incluso predecir la selectividad del polímero 

sintetizado, reduciendo de esta manera gran número de etapas de 

experimentación. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 i

Índice 

Lista de abreviaturas ................................................................xxiii 

1.- Introducción............................................................................ 1 

1.1.- Principios generales de la impresión molecular ........................2 

A. Moléculas molde...........................................................5 

B. Matriz polimérica ..........................................................5 

1.2.- Diseño racional de un elemento de reconocimiento para 

ácido homovaníllico. Problemática. .........................................6 

1.3.- Selección de la molécula molde ..............................................8 

2.- Objetivos ............................................................................... 11 

3.- Métodos de cálculo................................................................ 15 

3.1.- Métodos ab-initio ................................................................ 15 

3.1.1.- Método SCF ............................................................. 15 

3.1.2.- Funciones de base ................................................... 19 

3.1.3.- Energía de correlación .............................................. 21 

3.2.- Teoría del funcional de la densidad (DFT) ............................. 21 

3.3.- Termodinámica estadística................................................... 25 

3.4.- El efecto del disolvente........................................................ 26 

3.5.- Nivel de cálculo utilizado y energías de estabilización ............. 27 

4.- Desarrollo de un método computacional para el diseño de 

un polímero impreso para ácido homovaníllico ..................... 29 

4.1.- Antecedentes...................................................................... 29 

4.2.- Desarrollo del método computacional. Selección del mejor 

monómero funcional y del mejor disolvente .......................... 33 

4.2.1.- Geometría y energía electrónica de la molécula molde 

(HVA)..................................................................... 33 

4.2.2.- Interacción HVA-TFMAA............................................ 34 

A. Energías electrónicas de estabilización ............ 37 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de 

estabilización en fase gas............................... 38



Índice 

 ii

C. Influencia del disolvente en la estabilización 

de los complejos HVA-TFMAA ....................... 40 

D. Estudio de las interacciones de moléculas de 

agua con la molécula molde (HVA) y el 

monómero (TFMAA) .................................... 42 

4.2.3.- Interacción HVA-MA................................................. 43 

A. Energías electrónicas de estabilización .......... 46 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de 

estabilización en fase gas............................. 48 

C. Influencia de los disolventes en la 

estabilización de los complejos  HVA-MA ....... 49 

D. Estudio de las interacciones de moléculas de 

agua con la molécula molde (HVA) y el 

monómero (MA) .......................................... 50 

4.2.4.- Interacción HVA-MAA ............................................... 51 

A. Energías electrónicas de estabilización .......... 54 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de 

estabilización en fase gas............................. 56 

C. Influencia de los disolventes en la 

estabilización de los complejos HVA-MAA....... 57 

D. Estudio de las interacciones de moléculas de 

agua con la molécula molde (HVA) y el 

monómero (MAA) ........................................ 58 

4.2.5.- Interacción HVA-VPY................................................ 59 

A. Energías electrónicas de estabilización .......... 61 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de 

estabilización en fase gas............................. 62 

C. Influencia de los disolventes en la 

estabilización de los complejos HVA-VPY ....... 62 



Índice 

 iii

D. Estudio de las interacciones de moléculas de 

agua con la molécula molde (HVA) y el 

monómero (VPY) ......................................... 63 

4.2.6.- Selección del mejor monómero ................................. 64 

4.2.7.- Interacciones 1-2 ..................................................... 66 

A. Energías electrónicas de estabilización........... 68 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de 

estabilización en fase gas ............................. 69 

C. Influencia del disolvente en la estabilización 

de los complejos 1-2 .................................... 70 

4.2.8.- Interacciones HVA-EGDMA........................................ 71 

A. Energías electrónicas de estabilización........... 72 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de 

estabilización en fase gas ............................. 74 

C. Influencia de los disolventes en la 

estabilización de los complejos HVA y 

EGDMA ....................................................... 74 

4.2.9.- Energía de interacción entre monómero funcional, 

molécula molde y disolvente. Aplicación a la 

selección del disolvente de lavado y de incubación..... 75 

4.3.- Predicciones teóricas de reactividad cruzada.......................... 78 

4.3.1.- Reactividad cruzada con análogos estructurales de 

carácter ácido ......................................................... 78 

4.3.1.1.- Interacciones 1-1....................................... 80 

A. Energías electrónicas de estabilización........... 81 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de 

estabilización en fase gas ............................. 82 

C. Influencia del disolvente en la estabilización 

de los complejos 1-1 .................................... 83 

4.3.1.2.- Interacciones 1-2....................................... 84 

A. Energías electrónicas de estabilización........... 86 



Índice 

 iv

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de 

estabilización en fase gas............................. 86 

C. Influencia del disolvente en la estabilización 

de los complejos 1-2.................................... 87 

4.3.2.- Reactividad cruzada con compuestos de carácter 

básico .................................................................... 88 

4.3.2.1.- Interacciones 1-1....................................... 90 

4.3.2.2.- Interacciones 1-2....................................... 93 

5.- Instrumentación, reactivos y procedimientos 

experimentales.......................................................................99 

5.1.- Instrumentación ................................................................. 99 

5.1.1.- Electrodos de trabajo ............................................... 99 

5.1.2.- Instrumentación utilizada en la preparación de 

sensores voltamétricos basados en MIPs ................100 

5.2.- Reactivos ..........................................................................102 

5.3.- Procedimientos experimentales ...........................................103 

5.3.1.- Preparación de la superficie de los electrodos de 

trabajo..................................................................103 

5.3.2.- Preparación de MiPs en pequeña escala (mini-MIPs) ..104 

Ensayos de unión...................................................105 

5.3.3.- Preparación de MIPs en forma de monolito ...............106 

Ensayos de unión...................................................107 

5.3.4.- Preparación de los electrodos modificados ................108 

Mezcla de prepolimerización ...................................108 

Protocolo de medida ..............................................109 

5.3.5.- Preparación de las muestras de orina .......................111 

A. Extracción líquido-líquido para la eliminación 

de interferentes..........................................111 

B. Eliminación de interferentes mediante 

cartuchos de extracción en fase sólida (C18) 111 



Índice 

 v

C. Eliminación de interferentes mediante 

cartuchos de extracción en fase sólida con 

un intercambiador aniónico fuerte (SAX)...... 112 

6.- Evaluación de la capacidad de enlace del MIP mediante 

ensayos de unión ................................................................. 113 

6.1.- Antecedentes.................................................................... 113 

6.1.1.- Métodos de evaluación de la afinidad....................... 113 

6.1.2.- Modelos de enlace.................................................. 115 

6.1.2.1.- Modelos de enlace discretos ..................... 117 

6.1.2.2.- Modelos de enlace continuos .................... 118 

A. Isoterma de Freundlich .............................. 119 

B. Isoterma de Langmuir-Freundlich................ 122 

6.2.- Detección voltamétrica de ácido homovaníllico con electrodos 

de pasta de carbono ......................................................... 124 

6.3.- Selección de las condiciones de polimerización .................... 128 

6.3.1.- Selección del tipo de iniciador y procedimiento de 

polimerización....................................................... 129 

6.3.2.- Selección del disolvente porogénico......................... 130 

6.3.3.- Selección del monómero funcional........................... 130 

6.4.- Caracterización del proceso de impresión molecular mediante 

isotermas de adsorción ..................................................... 131 

6.4.1.- Selección de la concentración de polímero................ 132 

6.4.2.- Estudio de la influencia del disolvente porogénico ..... 133 

6.4.3.- Estudio de la influencia del disolvente de incubación . 134 

6.4.4.- Ensayos de unión................................................... 135 

6.4.5.- Análisis de las isotermas de adsorción...................... 137 

6.4.6.- Distribuciones de afinidad (DA) ............................... 139 

6.4.7.- Estudio de selectividad ........................................... 142 

7.- Construcción de un sensor voltamétrico para ácido 

homovaníllico....................................................................... 149 

7.1.- Antecedentes.................................................................... 149 



Índice 

 vi

7.1.1.- Sensores electroquímicos basados en el 

reconocimiento molecular por polímeros impresos .149 

7.1.2.- Elementos de reconocimiento y tipos de transducción150 

7.1.3.- Estrategias de integración transductor 

electroquímico-MIP ...........................................158 

A. Integración con material particulado ............158 

B. Integración a través de películas poliméricas 160 

7.1.4.- Características analíticas..........................................162 

A. Límites de detección ...................................162 

B. Selectividad ...............................................162 

C. Reproducibilidad.........................................163 

D. Aplicación a muestras reales........................163 

E. Tiempo de respuesta. Estabilidad del sensor 

a largo plazo ..............................................164 

7.2.- Oxidación electroquímica del ácido homovaníllico sobre 

electrodos de carbono vitrificado ........................................165 

7.3.- Electrodos modificados con polímeros molecularmente 

impresos para ácido homovaníllico. .....................................167 

7.3.1.- Optimización de la respuesta del sensor....................167 

A. Efecto del tiempo bajo radiación UV antes de 

la rotación (t (UV)) en la capacidad de 

reconocimiento de la capa...........................167 

B. Proporciones en la mezcla de 

prepolimerización .......................................172 

C. Optimización del disolvente porogénico ........173 

D. Optimización del monómero funcional ..........175 

E. Efecto de agentes retardantes de la 

polimerización ............................................177 

F. Optimización del tiempo de incubación.........184 

G. Selección del disolvente de lavado ...............184 



Índice 

 vii

7.3.2.- Relación de señales MIPE/NIPE en las condiciones 

seleccionadas........................................................ 185 

7.3.3.- Estudio electroquímico de la permeabilidad de las 

capas poliméricas con electrodo de disco rotatorio ... 186 

A. Fundamento.............................................. 186 

B. Caracterización del proceso de electrodo ..... 191 

C. Cálculo del área efectiva del electrodo y 

coeficiente de difusión de HVA, cloruro de 

hexaaminrutenio (III) y ferricianuro potásico 

en disolución ............................................. 193 

D. Estudio de la permeabilidad de la capa ........ 195 

E. Comportamiento diferencial MIPE/NIPE ....... 197 

7.3.4.- Calibración ............................................................ 201 

7.3.5.- Reactividad cruzada ............................................... 204 

7.3.6.- Estabilidad operacional, conservación y vida útil del 

electrodo .............................................................. 207 

7.3.7.- Repetitividad y reproducibilidad............................... 208 

7.4.- Análisis de HVA en orina.................................................... 209 

7.4.1.- Introducción .......................................................... 209 

7.4.2.- Análisis directo de orina con un electrodo de carbono 

vitrificado sin modificar (GCE) por voltametría 

diferencial de pulso (DPV)...................................... 210 

7.4.3.- Análisis directo de orina con un electrodo modificado 

con polímero molecularmente impreso (MIPE) por 

DPV ..................................................................... 212 

7.4.4.- Extracción líquido-líquido de catecolaminas y 

eliminación de interferentes ................................... 214 

A. Recuperación ............................................ 215 

B. Análisis de HVA en orina de voluntarios 

sanos........................................................ 215 

C. Análisis de HVA en orina de pacientes ......... 216 



Índice 

 viii

7.4.5.- Eliminación de interferentes mediante cartuchos de 

extracción en fase sólida de intercambio aniónico 

fuerte (SAX) ..........................................................217 

A. Recuperación .............................................217 

B. Análisis de HVA en orina de voluntarios 

sanos ........................................................218 

C. Análisis de HVA en orina de pacientes ..........218 

7.4.6.- Eliminación de interferentes mediante cartuchos de 

extracción en fase sólida C18..................................219 

A. Recuperación .............................................219 

B. Análisis de HVA en orina de voluntarios 

sanos ........................................................220 

C. Análisis de HVA en orina de pacientes ..........220 

7.4.7.- Conclusión .............................................................222 

8.- Conclusiones........................................................................223 

Sugerencias para trabajos futuros............................................229 

Bibliografía................................................................................233 

Anexo I: Publicaciones derivadas de esta tesis doctoral ..........251 

Anexo II: Tablas........................................................................267



 

 ix

Índice de tablas 

Tabla 4.1.- Energías electrónicas de los diez complejos HVA-TFMAA 

más estables................................................................. 37 

Tabla 4.2.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-TFMAA.. 39 

Tabla 4.3.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-TFMAA en los disolventes tolueno, cloroformo, 

diclorometano, acetonitrilo y agua.................................. 41 

Tabla 4.4.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-dímero H2O, TFMAA-dímero H2O y HVA-TFMAA en 

agua............................................................................ 43 

Tabla 4.5.- Energías electrónicas de los diez complejos HVA-MA más 

estables........................................................................ 47 

Tabla 4.6.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-MA........ 48 

Tabla 4.7.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-MA en los disolventes tolueno, cloroformo, 

diclorometano, acetonitrilo y agua.................................. 49 

Tabla 4.8.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-dímero H2O, MA-dímero H2O y HVA-MA en agua...... 51 

Tabla 4.9.- Energías electrónicas de los diez complejos HVA-MAA 

más estables................................................................. 55 

Tabla 4.10.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-MAA..... 56 

Tabla 4.11.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-MAA en los disolventes tolueno, cloroformo, 

diclorometano, acetonitrilo y agua.................................. 57 

Tabla 4.12.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-dímero H2O, MAA-dímero H2O y HVA-MAA en agua.. 59 

Tabla 4.13.- Energías electrónicas de los tres complejos HVA-VPY más 

estables........................................................................ 61 

Tabla 4.14.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-VPY...... 62 



Índice de tablas 

 x 

Tabla 4.15.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-VPY en los disolventes tolueno, cloroformo, 

diclorometano, acetonitrilo y agua.................................. 63 

Tabla 4.16.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-dímero H2O, VPY-dímero H2O y HVA-VPY en agua.... 64 

Tabla 4.17.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-TFMAA, HVA-MAA, HVA-MA y HVA-VPY más 

estables en los disolventes tolueno, cloroformo, 

diclorometano, acetonitrilo, agua y DMSO....................... 65 

Tabla 4.18.- Energías electrónicas de los complejos HVA-2TFMAA, 

HVA-2MA, HVA-2MAA y HVA-2VPY más estables.............. 68 

Tabla 4.19.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos t1-2, 

ma1-2, m1-2 y v1-2................................................... 69 

Tabla 4.20.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-2TFMAA, HVA-2MA, HVA-2MAA y HVA-2VPY más 

estables en los disolventes tolueno, cloroformo, 

acetonitrilo, diclorometano, agua y DMSO....................... 70 

Tabla 4.21.- Energías electrónicas de los complejos HVA-EGDMA más 

estables........................................................................ 73 

Tabla 4.22.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-EGDMA. 74 

Tabla 4.23.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

HVA-EGDMA en los disolventes tolueno, cloroformo y 

acetonitrilo................................................................... 75 

Tablas     

4.24 y 4.25.- 

Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

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

disolución..................................................................... 76 

Tabla 4.26.- Energías electrónicas de los complejos 1-1 TFMAA-

molécula de prueba más estables................................... 81 

Tabla 4.27.- ΔH, TΔS y ΔG de los complejos 1-1 TFMAA-molécula de 

prueba más estables en fase gas.................................... 82 



Índice de tablas 
 

 xi

Tabla 4.28.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos  1-1 

TFMAA-molécula de prueba más estables en tolueno....... 83 

Tabla 4.29.- Energías electrónicas de los complejos 1-2 molécula de 

prueba-TFMAA más estables.......................................... 86 

Tabla 4.30.- ΔH, TΔS y ΔG de los complejos 1-2 molécula de prueba-

TFMAA más estables en fase gas.................................... 87 

Tabla 4.31.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 1-2 

molécula de prueba-TFMAA más estables en tolueno....... 88 

Tabla 4.32.- Energías electrónicas de los complejos 1-1 TFMAA-

molécula interferente más estables................................. 91 

Tabla 4.33.- ΔH, TΔS y ΔG de los complejos 1-1 TFMAA-molécula 

interferente más estables en fase gas............................. 92 

Tabla 4.34.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos  1-1 

TFMAA-molécula interferente más estables en tolueno..... 93 

Tabla 4.35.- Energías electrónicas de los complejos 1-2 molécula 

interferente-TFMAA más estables................................... 95 

Tabla 4.36.- ΔH, TΔS y ΔG de los complejos 1-2 molécula 

interferente-TFMAA más estables en fase gas................. 96 

Tabla 4.37.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 1-2 

molécula interferente-TFMAA más estables en tolueno..... 97 

Tabla 6.1.- Porcentaje de retención (B/T) para MIP y NIP y relación 

de porcentajes MIP/NIP para los tres monómeros 

ensayados: TFMAA, MAA y MA....................................... 131 

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

Freundlich.................................................................... 137 

Tabla 6.3.- Parámetros de ajuste de MIP y NIP para las isotermas de 

adsorción de Langmuir, Langmuir-Freundlich y Freundlich 138 

Tabla 7.1.- Sensores electroquímicos basados en MIPs de forma 

particulada de base acrílica o vinílica.............................. 152 

Tabla 7.1.- Continuación................................................................. 153 



Índice de tablas 

 xii

Tabla 7.2.- Sensores electroquímicos basados en MIPs de base 

acrílica o vinílica preparados como películas.................... 154 

Tabla 7.2.- Continuación................................................................. 155 

Tabla 7.3.- Intensidades de corriente obtenidas para MIPE y NIPE 

sintetizados con distinto monómero funcional y 

disolvente porogénico e incubados en una disolución de 

HVA de concentración 5×10-5 M en tolueno y DMSO......... 176 

Tabla 7.4.- Valores tabulados de coeficientes de difusión en 

disolución para el par reversible ferro/ferricianuro 

potásico de concentración 1 mM en KCl 0.1 M a 25ºC...... 194 

Tabla 7.5.- Área efectiva del electrodo de carbono vitrificado sin 

modificar y coeficientes de difusión en disolución para 

HVA, cloruro de hexaaminrutenio (III) y ferricianuro 

potásico en una reguladora de citrato/HCl 0.1 M y 

pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo.............................. 195 

Tabla 7.6.- Comparación de las permeabilidades de MIPE y NIPE 

sintetizados en las mismas condiciones para un valor de 

t (UV) de un minuto según los dos métodos estudiados 

(Koutecky-Levich y procedimiento iterativo).................... 200 

Tabla 7.7.- Recuperaciones obtenidas con un sensor sintetizado a un 

t (UV) de un minuto para el procedimiento de extracción 

en cloroformo............................................................... 215 

Tabla 7.8.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA 

obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en 

polímeros molecularmente impresos............................... 216 

Tabla 7.9.- Recuperaciones obtenidas con un sensor sintetizado a un 

t (UV) de un minuto para el procedimiento de extracción 

en cartucho de extracción en fase sólida SAX.................. 217 

   

   



Índice de tablas 
 

 xiii

Tabla 7.10.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA 

obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en 

polímeros molecularmente impresos............................... 218 

Tabla 7.11.- Recuperaciones obtenidas con un sensor sintetizado a un 

t (UV) de un minuto para el procedimiento de extracción 

en cartucho de extracción en fase sólida C18.................. 219 

Tabla 7.12.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA 

obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en 

polímeros molecularmente impresos............................... 220 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

 



 

 xv

Índice de figuras 
 
Figura 1.1.- Proceso de impresión molecular con polímeros acrílicos.. 3 

Figura 1.2.- Estructura molecular del ácido homovaníllico................. 8 

Figura 4.1.- Geometría optimizada del HVA..................................... 33 

Figura 4.2.- Geometría optimizada del TFMAA ................................. 34 

Figura 4.3.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA............... 36 

Figura 4.4.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

para TFMAA y HVA interaccionando con dímeros de 

agua........................................................................... 42 

Figura 4.5.- Geometría optimizada de MA........................................ 44 

Figura 4.6.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA-MA 

localizados.................................................................. 46 

Figura 4.7.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

para MA y HVA interaccionando con dos moléculas de 

agua........................................................................... 50 

Figura 4.8.- Geometría optimizada del MAA..................................... 52 

Figura 4.9.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA-MAA 

localizados.................................................................. 54 

Figura 4.10.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

para MAA y HVA interaccionando con dímeros de agua.. 
58 

Figura 4.11.- Geometría optimizada de VPY....................................... 60 

Figura 4.12.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA-VPY 

localizados.................................................................. 60 

Figura 4.13.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

para VPY y HVA interaccionando con dímeros de agua... 63 

Figura 4.14.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por una molécula de HVA y dos moléculas de 

monómero funcional TFMAA (t1-2), MA (ma1-2), MAA 

(m1-2) y VPY (v1-2).................................................. 67 



Índice de figuras 

 xvi 
 

Figura 4.15.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA-EGDMA 

localizados.................................................................. 72 

Figura 4.16.- Estructuras de las moléculas de prueba de carácter 

ácido para la evaluación de la interacción con el 

monómero funcional.................................................... 79 

Figura 4.17.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por una molécula de monómero funcional 

TFMAA y una molécula de HVA, IHVA, VMA, IVMA, 

MHPE e IAA, respectivamente...................................... 81 

Figura 4.18.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por dos moléculas de monómero funcional 

TFMAA y una molécula de HVA, IHVA, VMA, IVMA, 

MHPE e IAA, respectivamente...................................... 85 

Figura 4.19.- Estructuras de moléculas de carácter básico 

potencialmente interferentes del HVA........................... 89 

Figura 4.20.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por una molécula de monómero funcional 

TFMAA y una molécula de dopamina, epinefrina, 

norepinefrina, metanefrina y normetanefrina, 

respectivamente.......................................................... 90 

Figura 4.21.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por dos moléculas de monómero funcional 

TFMAA y una molécula de dopamina, epinefrina, 

norepinefrina, metanefrina y normetanefrina, 

respectivamente.......................................................... 94 

Figura 5.1.- (a) Imagen de la cámara de polimerización con el 

criostato y el rotor de velocidad controlada; (b) vista 

superior del dispositivo utilizado................................... 101 

  

 



Índice de figuras 

 xvii

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

modificado con polímero molecularmente impresos........ 110 

Figura 6.1.- Modelos de distribución de sitios de unión discretos....... 116 

Figura 6.2.- Modelo de distribución de afinidad propuesto para los 

MIPs........................................................................... 117 

Figura 6.3.- Representación de Scatchard para el modelo bi-

Langmuir. K1 y N1 representan los sitios de menor 

afinidad y K2 y N2 los de menor afinidad........................ 118 

Figura 6.4.- Voltamperograma cíclico obtenido a una concentración 

de HVA de 2×10-4 M en citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10...... 124 

Figura 6.5.- (Tablas, T-1). Variación del potencial de pico para el 

proceso O1 con el pH................................................... 126 

Figura 6.6.- (Tablas, T-2). Variación de la intensidad de corriente del 

proceso O1 con el pH................................................... 126 

Figura 6.7.- (Tablas, T-4). Gráfica de calibración para HVA obtenida 

con un electrodo de pasta de carbono mediante 

voltametría diferencial de pulso.................................... 128 

Figura 6.8.- (Tablas, T-5). Representación del porcentaje de enlace 

(B/T) en función de la concentración de polímero para 

MIP y NIP sintetizados e incubados en tolueno, a una 

concentración constante de HVA de 1×10-4 M................ 132 

Figura 6.9.- (Tablas, T-6). Representación del porcentaje de enlace 

(B/T) en función de la concentración de polímero para 

un MIP sintetizado e incubado en tolueno y un MIP 

sintetizado e incubado en acetonitrilo a una 

concentración constante de HVA de 1×10-4 M................ 134 

Figura 6.10.- (Tablas, T-7). Isoterma de adsorción experimental para 

MIP y NIP................................................................... 137 

   



Índice de figuras 

 xviii 
 

Figura 6.11.- (Tablas, T-8). (a) y (b) corresponden a las 

distribuciones de afinidad global para la ILF en formato 

semilogarítmico y logarítmico respectivamente en todo 

el rango de afinidades. (c) es la misma distribución 

limitada por Kmax y Kmin................................................ 140 

Figura 6.12.- (Tablas, T-9). (a) y (b) corresponden a las 

distribuciones de afinidad para la IF en formato 

semilogarítmico y logarítmico respectivamente en el 

rango de afinidades limitado por Kmax y Kmin.................. 141 

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

evaluación de la selectividad........................................ 144 

Figura 6.14.- (Tablas, T-10). Representación del porcentaje de enlace 

(B/T) de las distintas moléculas ensayadas para una 

concentración de molécula de prueba de 1×10-4 M y una 

concentración de MIP y NIP de 10 mg/mL..................... 145 

Figura 6.15.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido a partir 

de una disolución patrón de MHPE de concentración 

1×10-4 M y a partir del sobrenadante de una incubación 

del MIP realizada con 1×10-4 M de MHPE en tolueno...... 147 

Figura 7.1.- Voltamperograma cíclico obtenido para una 

concentración de HVA 2×10-4 M en citrato/HCl 0.1 M de 

pH=1.10..................................................................... 165 

Figura 7.2.- (Tablas, T-11). Gráfica de calibración para HVA 

obtenida con un electrodo de carbono vitrificado 

mediante voltametría diferencial de pulso...................... 166 

Figura 7.3.- Imágenes de capas de polímero impreso para HVA 

sintetizadas sobre la superficie de un electrodo de 

carbono vitrificado a diferentes t (UV) obtenidas por 

microscopía óptica....................................................... 168 

   



Índice de figuras 

 xix

Figura 7.4.- (Tablas, T-12).- Efecto de t (UV) en el espesor de la 

capa........................................................................... 169 

Figura 7.5.- Imagen obtenida por microscopía óptica de la superficie 

de una capa de polímero impreso sintetizada sobre un 

electrodo de carbono vitrificado para un t (UV) de 3 min 170 

Figura 7.6.- (Tablas, T-13).- Curvas de respuesta para tres MIPEs 

sintetizados a distintos t (UV)....................................... 171 

Figura 7.7.- Curvas de respuesta para tres MIPEs sintetizados a 

t (UV) distintos para la zona de concentraciones de HVA 

más bajas................................................................... 172 

Figura 7.8.- (Tablas, T-14).- Representación semi-logarítmica de los 

calibrados para dos electrodos modificados con 

polímero molecularmente impreso sintetizados en 

tolueno....................................................................... 173 

Figura 7.9.- (Tablas, T-15). Variación de la intensidad de corriente 

de un electrodo modificado con polímero 

molecularmente impreso (MIPE) y un electrodo 

modificado con polímero no impreso (NIPE) sintetizados 

a un valor de t (UV) de un minuto frente al tiempo de 

lavado en acetonitrilo................................................... 174 

Figura 7.10.- (Tablas, T-17).- Gráficas de calibración obtenidas 

mediante voltametría diferencial de pulso para dos 

MIPEs sintetizados con TFMAA y MAA en tolueno........... 177 

Figura 7.11.- (Tablas, T-18).- Influencia del porcentaje de isooctano 

en el t (UV) necesario para iniciar la polimerización........ 178 

Figura 7.12.- (Tablas, T-19).- Influencia del porcentaje de 

polivinilacetato (PVAC) en el t (UV) necesario para 

iniciar la polimerización................................................ 179 

   

   



Índice de figuras 

 xx 
 

Figura 7.13.- (Tablas, T-20).- Variación de la intensidad de corriente 

con el porcentaje peso/volumen de polivinilacetato 

(PVAC) para una capa sintetizada con diglyme como 

disolvente porogénico.................................................. 180 

Figura 7.14.- (Tablas, T-21).- Variación de la intensidad de corriente 

con el porcentaje de isooctano para una capa 

sintetizada con diglyme como disolvente porogénico...... 181 

Figura 7.15.- (Tablas, T-22).- Variación de la intensidad de corriente 

con el porcentaje de isooctano para una capa 

sintetizada con tolueno como disolvente porogénico...... 182 

Figura 7.16.- (Tablas, T-23).- Variación de la intensidad de corriente 

con la naturaleza del disolvente de incubación para 

capas sintetizadas en tolueno....................................... 183 

Figura 7.17.- (Tablas, T-24).- Variación de la intensidad de corriente 

de un MIPE sintetizado a un t (UV) de un minuto con el 

tiempo de incubación en tolueno para una 

concentración de HVA de 5×10-5 M................................ 184 

Figura 7.18.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido con un 

MIPE y un NIPE en una reguladora de citrato/HCl 0.1 M 

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

previa etapa de incubación en una disolución de HVA de 

concentración 5×10-5 M en tolueno............................... 185 

Figura 7.19.- (Tablas, T-25).- Variación de la intensidad de pico 

anódico con la raíz cuadrada de la velocidad de barrido 

de potenciales a una concentración de HVA de 0.1 M..... 192 

Figura 7.20.- Cronoamperogramas obtenidos para un MIPE 

sintetizado tras un minuto de t (UV) en presencia de 

tres niveles de concentración de HVA: 1×10-3 M, 

5×10-4 M y 2.5×10-4 M.................................................. 196 



Índice de figuras 

 xxi

Figura 7.21.- (Tablas, T-26).- Representación del inverso de las 

intensidades de corriente de difusión frente al inverso 

de la raíz cuadrada de la velocidad de rotación para tres 

MIPEs de la misma composición sintetizados a tres 

t (UV) distintos............................................................ 197 

Figura 7.22.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de 

citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 para MIPE y NIPE 

sintetizados con un valor de t (UV) de un minuto en 

presencia de HVA de concentración 5×10-4 M................. 198 

Figura 7.23.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de 

citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 para MIPE y NIPE 

sintetizados con un valor de t (UV) de un minuto en 

presencia de ferricianuro potásico de concentración 

1×10-3 M..................................................................... 199 

Figura 7.24.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de 

citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 para MIPE y NIPE 

sintetizados con un valor de t (UV) de un minuto en 

presencia de cloruro de hexaaminrutenio (III) de 

concentración 1×10-3 M................................................ 199 

Figura 7.25.- (Tablas, T-27).- Gráficas de calibración obtenidas 

mediante voltametría diferencial de pulso para MIPE...... 202 

Figura 7.26.- (Tablas, T-28).- Gráfica de calibración en formato 

semilogarítmico obtenida mediante voltametría 

diferencial de pulso para un MIPE sintetizado a un valor 

de t (UV) de un minuto................................................ 203 

Figura 7.27.- Estructuras de las moléculas de prueba para la 

evaluación de la selectividad........................................ 204 

   

   



Índice de figuras 

 xxii 
 

Figura 7.28.- (Tablas, T-29).- Intensidades de corriente para un MIPE 

sintetizado tras 3 minutos de t (UV)  e incubado en una 

concentración de 5×10-3 M en tolueno de las distintas 

especies interferentes estudiadas................................. 206 

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/HCl de 

concentración 0.1 M y pH=1.10.................................... 210 

Figura 7.30.- (Tablas, T-30).- Curva de adiciones estándar para un 

GCE en orina diluida 1:10 con citrato/HCl de 

concentración 0.1 M y pH=1.10.................................... 211 

Figura 7.31.- Voltamperograma diferencial de pulso para un electrodo 

de carbono vitrificado modificado con polímero 

molecularmente impreso (MIPE) sintetizado a un 

t (UV) de un minuto tras una etapa de incubación en un 

medio de orina diluida 1:10 con citrato/HCl de 

concentración 0.1 M y pH=1.10 con un 40% de 

acetonitrilo.................................................................. 212 

Figura 7.32.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido en un 

medio de citrato/HCl de concentración 0.1 M y 

pH=1.10..................................................................... 214 



 

 xxiii

Lista de abreviaturas 
 

Las abreviaturas utilizadas en este trabajo corresponden al símbolo o 

el acrónimo utilizado en la lengua inglesa, ya que es la forma en la que se 

suelen encontrar en las publicaciones científicas. 

 

AIBN: α, α’-azoisobutironitrilo. 

B: Analito enlazado. 

CV: Voltamperometría Cíclica. 

DA: Distribución de afinidad. 

DFT: Teoría del Funcional de la Densidad. 

Diglyme: Dietilenglicol dimetiléter. 

DMSO: Dimetilsulfóxido. 

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

DPV: Voltamperometría Diferencial de Pulso. 

EGDMA: Etilenglicoldimetacrilato. 

F: Analito libre. 

HF: Hartree-Fock. 

HVA: Ácido 2-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) acético o ácido homovaníllico. 

HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución. 

GCE: Electrodo de carbono vitrificado  

GTO: Funciones tipo Gaussiana. 

IF: Isoterma de Freundlich. 

IHVA: Ácido 2-(3-hidroxi-4-metoxi-fenil) acético o ácido isohomovaníllico. 

IAA: Ácido indolacético. 

IL: Isoterma de Langmuir. 

ILF: Isoterma de Langmuir-Freundlich. 

IVMA: Ácido 3-hidroxi-4-metoxi-mandélico o ácido isovanillilmandélico. 

K: Constante de afinidad o asociación. 

LDA: Aproximación de la Densidad Local. 

 



Lista de abreviaturas 
 

 xxiv 
 

MA: 2-metacrilamida.  

MAA: Ácido metacrílico.  

MHPE: 4-hidroxi-3-metoxifeniletanol o alcohol homovaníllico. 

MIP: Polímero Molecularmente Impreso. 

MIPE: Electrodo Modificado con Polímero Impreso. 

N: Número de sitios de unión. 

NIP: Polímero No Impreso. 

NIPE: Electrodo Modificado con Polímero No Impreso. 

PCM: Modelo del Continuo Polarizado. 

PVAC: Polivinilacetato. 

RMN: Resonancia Magnética Nuclear. 

SCF: Método del Campo Autoconsistente. 

SRCF: Modelo del Campo de Reacción Autoconsistente. 

STO: Funciones tipo Slater. 

T: Analito total. 

t (UV): Tiempo que el electrodo de carbono vitrificado modificado con 

polímero está sometido a radiación UV antes de la rotación. 

TFMAA: Ácido 2-trifluorometacrílico. 

UV: Ultravioleta. 

VMA: Ácido 2-hidroxi-2-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) acético o  

ácido vanillilmandélico.  

VPY: 4-vinilpiridina. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 1

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1 
 
 

Introducción 
El diseño, preparación y caracterización de receptores sintéticos 

capaces de imitar los procesos de reconocimiento molecular por 

macromoléculas biológicas como enzimas, anticuerpos y bioreceptores 

naturales se ha establecido ya como uno de los grandes desafíos que 

marcarán las fronteras de la Química del siglo XXI. Esta área de 

investigación se engloba en la denominada por Breslow “Química 

biomimética” y es desde hace unos veinte años un área de investigación 

muy activa en la interfase entre la Química y la Biología1,
 

2. Este autor 

señala como objetivos del máximo interés la síntesis de receptores no 

proteicos con capacidad de reconocimiento molecular análoga a la de los 

anticuerpos y la creación de enzimas artificiales. Igualmente, indica su 

gran potencial de desarrollo en aplicaciones útiles para el análisis de 

compuestos biológicos de importancia clínica. Entre las metodologías de 

preparación de este tipo de estructuras biomiméticas, la impresión 

molecular o grabado molecular en polímeros está ya establecida como una 

de las alternativas más eficientes y flexibles3-11. 
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Sin embargo, el desarrollo de aplicaciones analíticas está siendo más 

lento, debido a una serie de problemas relacionados con el empirismo que 

guía la síntesis de los polímeros, 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 impresión molecular 

 

La impresión molecular es un proceso en el que los monómeros 

funcionales y el agente entrecruzante copolimerizan en presencia de la 

molécula impresora, que actúa como molécula molde12-14. Los monómeros 

funcionales inicialmente forman un complejo con la molécula impresora, y 

a medida que transcurre la polimerización, sus grupos funcionales se 

mantienen fijos adecuadamente orientados gracias a la matriz polimérica 

altamente entrecruzada. La posterior extracción de la molécula molde 

revela los sitios de reconocimiento que son complementarios en forma y 

tamaño a los del analito. Dicho de otra forma, se introduce una memoria 

molecular dentro del polímero. Se obtiene así una matriz tridimensional 

entrecruzada que proporciona la rigidez necesaria para mantener la 

morfología del polímero y, en definitiva, su capacidad para el 

reconocimiento de la molécula molde15-17.  

 

El conjunto de fuerzas intermoleculares que actúan de forma 

específica sobre la superficie del polímero y la molécula molde contribuyen 

al reconocimiento molecular de manera similar a los receptores naturales y 

enzimas18-28 con la ventaja añadida de mayor resistencia mecánica y 

química29,
 

30, y menor precio. Además, 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 impresión molecular la 

síntesis de polímeros altamente entrecruzados, generalmente polímeros 

acrílicos mediante polimerización por radicales. 

 

El proceso de impresión molecular con polímeros acrílicos se muestra 

en la siguiente figura: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1.- Proceso de impresión molecular con polímeros acrílicos: 1) 

Mezcla de monómeros funcionales y molécula molde. 2) Formación del 

complejo monómero-molécula molde mediante interacciones covalentes o 

no covalentes. 3) Copolimerización del complejo con el agente 

entrecruzante, formando la matriz tridimensional rígida alrededor de la 

molécula impresora. 4) Extracción de la molécula molde revelando los 

sitios de reconocimiento. El reenlace de la molécula molde a dichos sitios 

de unión es reversible. 

 

El complejo entre monómeros y molécula molde puede formarse a 

través de enlaces covalentes reversibles, mediante interacciones no 

covalentes, como enlaces de hidrógeno, o por una combinación de ambos 

tipos de interacciones. De esta forma, se distingue entre impresión 

molecular covalente, impresión molecular no covalente e impresión 

molecular mixta.  

 

+

-
 

 

 

1 2

34 
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En la impresión molecular covalente las interacciones entre los 

grupos funcionales de la molécula molde y el polímero son uniones 

covalentes fácilmente hidrolizables que dan lugar a sitios de unión 

homogéneos y definidos.  

 

Las interacciones responsables del reenlace selectivo de la molécula 

impresora son también covalentes, lo que implica alta afinidad y 

selectividad hacia la molécula molde, pero bajas cinéticas de enlace. Esto 

limita el campo de aplicación de los polímeros, por ejemplo en el análisis 

cromatográfico donde son preferibles interacciones de cinética rápida que 

conduzcan a tiempos de análisis cortos. 

 

En la impresión molecular no covalente las interacciones entre los 

grupos funcionales de la molécula impresora y los grupos funcionales del 

polímero son interacciones múltiples no covalentes, como puentes de 

hidrógeno, interacciones hidrofóbicas, interacciones de van der Waals, etc. 

Este tipo de impresión es mucho más flexible puesto que es posible 

escoger un mayor número de monómeros y moléculas impresoras. Sin 

embargo, mediante esta metodología se obtienen cavidades de unión más 

heterogéneas debido a los movimientos relativos entre molécula molde y 

polímero. Puesto que las interacciones responsables del reenlace de la 

molécula son interacciones débiles, proporcionan cinéticas de unión más 

favorables. 

 

Por último, se presenta la impresión molecular mixta que combina 

las ventajas de las dos metodologías de impresión anteriores. La molécula 

se imprime como un complejo estable con los monómeros 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 características más importantes de la técnica de 

impresión molecular es que puede ser aplicada a un amplio número de 

moléculas, aunque actualmente su principal aplicación se centra en 

moléculas de bajo peso molecular y grupos funcionales discretos.  

 

B. Matriz polimérica 

 

La mayoría de las publicaciones sobre polímeros molecularmente 

impresos (MIPs) describen polímeros orgánicos sintetizados por 

polimerización radicalaria de monómeros funcionales y entrecruzador que 

poseen grupos vinilo o acrilo y habitualmente interaccionan vía no 

covalente31. Los monómeros funcionales se suelen seleccionar teniendo en 

cuenta el carácter ácido o básico de la molécula molde32. Entre los más 

empleados se encuentran el ácido metacrílico y la vinilpiridina33-35. 

Normalmente, los monómeros tienen constantes de asociación con la 

molécula molde demasiado bajas para formar un complejo estable. Por 

esa razón se emplea un exceso de los mismos con el fin de desplazar el 

equilibrio hacia la formación del complejo. 

 

El proceso de polimerización se inicia disolviendo monómeros y 

molécula molde en un disolvente orgánico, denominado disolvente 

porogénico. La elección del disolvente porogénico utilizado en el proceso 

de impresión es determinante puesto que tanto la naturaleza del mismo 

como el volumen añadido a la mezcla de polimerización 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, afectará directamente a las 

propiedades de reconocimiento del polímero36,
 

37. La selección del 

disolvente dependerá, en principio, del tipo de interacciones molécula 
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molde-monómero que predominen. Si predominan interacciones iónicas, 

será necesario un disolvente con baja constante dieléctrica, mientras que 

si predominan interacciones por puentes de hidrógeno será necesario un 

disolvente con poca actividad ácido-base. Sin embargo, estas reglas no 

son de carácter general, y la selección tanto de la naturaleza como del 

volumen adecuado de disolvente porogénico hasta la actualidad parecían 

condenados al empirismo. 

 

La elección del entrecruzador ejerce influencia sobre el grado de 

hidrofobicidad y morfología del polímero impreso, afectando al diámetro y 

al volumen del poro. La cantidad de entrecruzador determina la rigidez del 

polímero resultante y por tanto la cinética de difusión de reenlace de la 

molécula molde a través de las cavidades. Debe existir un compromiso en 

la proporción del entrecruzador que se utiliza, puesto que un defecto del 

mismo conduciría a un polímero con una baja capacidad de 

reconocimiento y baja selectividad, mientras que un exceso de 

entrecruzador generaría un polímero muy rígido, carente de flexibilidad 

que podría impedir la accesibilidad de la molécula a los sitios de unión del 

polímero. 

 

1.2.- Diseño racional de un elemento de reconocimiento 

para ácido homovaníllico. Problemática. 

 

La amplia variedad de monómeros funcionales disponibles hace 

posible el diseño de un MIP específico potencialmente para cualquier tipo 

de molécula. Sin embargo, actualmente, la selección del mejor monómero 

y el mejor disolvente porogénico para la impresión de una molécula molde 

determinada se realiza de forma totalmente empírica y por ello, dotar a 

este proceso de una base teórica constituye uno de los asuntos cruciales 

en la impresión molecular38, 39.  
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Existen diversas alternativas metodológicas que intentan dar 

solución a este problema, como son la química combinatoria40-44, la 

quimiometría45-47 o aproximaciones computacionales como la mecánica 

molecular48-57. La química combinatoria y la quimiometría no son 

realmente herramientas predictivas sino métodos que permiten optimizar 

las variables del proceso de impresión molecular. En los dos casos es 

necesario sintetizar gran número de polímeros en distintas condiciones y 

comprobar experimentalmente sus propiedades de enlace, hecho que 

supone un importante consumo de tiempo y recursos. La química teórica 

computacional basada en la mecánica molecular, constituye una 

importante herramienta de predicción, aunque con importantes hipótesis 

simplificadoras.  

Por esta razón, el presente trabajo está enfocado en la descripción 

de un método alternativo para el diseño de MIPs, basado en cálculos ab-

initio. La idea es crear una librería virtual de monómeros funcionales y 

evaluar su interacción con la molécula molde en diferentes disolventes.  

 

En esta Tesis Doctoral se empleó la Teoría del Funcional de la 

Densidad (DFT) para calcular las energías de interacción de la molécula de 

interés y de los monómeros funcionales: ácido 2-trifluorometacrílico 

(TFMAA), ácido metacrílico (MAA), 2-metacrilamida (MA) y 4-vinilpiridina 

(VPY) en seis disolventes que barren un amplio espectro de constantes 

dieléctricas (tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo, agua y 

dimetilsulfóxido). El trabajo se centró en la impresión molecular no 

covalente. 

Se abordó inicialmente el estudio de complejos 1:1 (una molécula 

molde interaccionando con una molécula de monómero), pasando 

después al análisis de complejos 1:2 (una molécula molde rodeada de dos 

monómeros). Se realizó a continuación una primera aproximación a la 

caracterización DFT de la selectividad del MIP mediante el cálculo de la 
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energía de estabilización de distintos complejos formados entre el 

monómero más favorable y varias moléculas análogas a la molde. 

Para cada monómero estudiado se realizó una búsqueda 

conformacional para localizar las estructuras más estables del complejo 

monómero-molécula molde, prestando especial atención al mínimo de 

energía global que fue utilizado para comparar la energía de estabilización 

de los distintos monómeros con la molécula molde.  

 

Se pretendió también comprobar la validez de los cálculos DFT 

realizados sintetizando un polímero molecularmente impreso (MIP) con la 

selección óptima de monómero funcional y disolvente arrojada por las 

predicciones teóricas. El MIP sintetizado se caracterizó a partir de ensayos 

de unión, evaluando sus propiedades de enlace a través de la aplicación 

de distintas isotermas de adsorción. 

 

1.3.- Selección de la molécula molde 

 

La molécula inicialmente escogida para sintetizar el MIP fue el ácido 

homovaníllico (ácido 4-hidroxi-3-metoxifenilacético o HVA). La estructura 

del mismo se muestra en la figura 1.2. 

OH

OCH3

OH

O

 

 

Figura 1.2.- Estructura molecular del ácido homovaníllico. 
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La selección del HVA como molécula molde para llevar a cabo la 

impresión molecular se realizó 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 hidrógeno con 

los monómeros funcionales. Estas propiedades facilitan tanto la difusión a 

través de los poros del polímero como la modelización, permitiendo 

realizar esta última a un coste computacional relativamente bajo. 

Por otro lado, el análisis del HVA tiene gran relevancia clínica debido 

a que se emplea como marcador diagnóstico de tumores. Constituye el 

metabolito urinario mayoritario de la dopamina y su excreción por encima 

de niveles normales indica la presencia de trastornos neurológicos que se 

relacionan con tumores de la cresta neural como feocromocitoma y 

neuroblastoma58-69  además de desórdenes esquizoafectivos70-74.  

 

Analíticamente el control de este metabolito se lleva a cabo 

normalmente mediante HPLC75-82, con diferentes tipos de detección. 

También se han desarrollado métodos basados en inmunoensayos83, 84, 

cromatografía de gases85-90 y electroforesis capilar91-96. 

 

El propósito de este trabajo es emplear la metodología DFT para 

seleccionar el mejor monómero funcional y disolvente porogénico para 

llevar a cabo la impresión molecular, y aplicar esta selección previa a la 

síntesis de un polímero molecularmente impreso para ácido homovaníllico.  

Se estudiará también su integración con un transductor voltamétrico 

con el fin de desarrollar un sensor. Este tipo de dispositivos ofrece 

ventajas como una alta sensibilidad, bajo coste y fácil automatización y 

miniaturización, lo que hace que sea factible su comercialización. Sin 

embargo, el desarrollo de este tipo de sensores utilizando como elemento 

de reconocimiento un polímero impreso ha estado frenado hasta la fecha 

por las dificultades en su acoplamiento con un transductor voltamétrico. 
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Capítulo 2 
 
 

Objetivos 
 

El objetivo general de este trabajo consiste en sentar la metodología 

ab initio necesaria para realizar una selección de monómero y disolvente 

óptimo y aplicar esta selección previa a la síntesis de polímeros 

molecularmente impresos (MIPs). Para ello, se estudian las energías de 

interacción entre los monómeros funcionales y la molécula molde, ácido 

homovaníllico (HVA), integrando en el cálculo los efectos del disolvente 

porogénico. 

 

La hipótesis de partida consiste en que la combinación del monómero 

y disolvente que lleve a un aducto con mayor energía de estabilización, 

conducirá al polímero con mayor afinidad por la molécula molde. Esta 

hipótesis ha de ser validada experimentalmente.  

 

Los objetivos específicos de este trabajo son por tanto: 
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1. Utilizar el método del Funcional de la Densidad (DFT) para 

calcular la energía de estabilización del aducto formado por la 

molécula molde (ácido homovaníllico) y varios monómeros 

funcionales disponibles comercialmente. 

 

2. Incorporar el efecto del disolvente en esa energía de 

estabilización aplicando el Modelo del Continuo Polarizado. 

 

3. Con la selección de monómero y disolvente óptimo predicha por 

el método computacional, sintetizar polímeros impresos para 

ácido homovaníllico, y evaluar sus propiedades de reconocimiento 

mediante parámetros como son la constante de afinidad y el 

número de sitios de unión. Con este fin, se cuantificará la fracción 

libre y enlazada de analito mediante un método voltamétrico de 

análisis, y se aplicarán a estos datos diversos tratamientos 

matemáticos (isotermas de Langmuir, Freundlich, y Langmuir-

Freundlich). 

 

4. Investigar el acoplamiento del polímero molecularmente impreso 

con un transductor voltamétrico en el diseño de un sensor para 

ácido homovaníllico (HVA). Con tal finalidad, se realizará la 

síntesis de capas finas de polímero directamente sobre un 

electrodo de carbono vitrificado mediante la técnica de 

recubrimiento bajo rotación (spin coating) y polimerización 

fotoquímica.  

 

5. Caracterizar la fase sensora polimérica, en términos de grosor de 

la película obtenida y su permeabilidad, empleando microscopía 

óptica y técnicas electroanalíticas. 
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6. Evaluar las propiedades de reconocimiento molecular del sensor 

preparado con los monómeros y disolventes óptimos previstos por 

el método de diseño computacional, y comprobar la validez de la 

hipótesis de partida.  

 

7. Estudiar las posibilidades de desarrollar un método analítico para 

la determinación de HVA en muestras de orina, empleando el 

sensor construido. 
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Capítulo 3 
 
 

Métodos de cálculo 
 

3.1.- Métodos ab-initio 
 

En este apartado se presentan los aspectos fundamentales de la 

metodología ab-initio97. Todos los sistemas moleculares estudiados tienen 

una estructura electrónica de capa cerrada, por este motivo en la 

exposición nos limitaremos a este tipo de sistemas. 

 

3.1.1.- Método SCF 

 

Para estudiar los estados estacionarios de una molécula es necesario 

resolver la ecuación de Schrödinger independiente del tiempo. Si no se 

consideran los efectos relativistas y dentro de la aproximación de Born-

Oppenheimer, el cálculo de la energía electrónica para cada configuración 

nuclear requiere solucionar la ecuación electrónica de valores propios: 
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ΕΨΗΨ =  [3.1] 

 

Donde Ψ  depende de las coordenadas de los electrones e incluye como 

parámetros las coordenadas de los núcleos, E es la energía electrónica o 

superficie de energía potencial del sistema y H es el Hamiltoniano 

electrónico: 

 

Donde: 

2N es el número de electrones del sistema, nuc el número de núcleos del 

sistema, 2
i∇  es el operador “nabla cuadrado”, riA  la distancia entre el 

electrón i y el núcleo A, rij  la distancia entre los electrones i y j, rAB la 

distancia entre los núcleos A y B y ZA y ZB  las cargas nucleares de los 

núcleos A y B. 

 

Esta ecuación no puede resolverse exactamente para sistemas con 

dos o más electrones por lo que es necesario hacer nuevas 

aproximaciones. En el método Hartree-Fock o del Campo Autoconsistente 

(SCF), se considera que cada electrón se mueve en un potencial efectivo 

creado por los núcleos y el resto de los electrones. Esta simplificación 

conduce a un conjunto de ecuaciones monoelectrónicas que son 

resolubles para sistemas atómicos. 

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

puede escribirse como un determinante de Slater: 
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Donde iφ son los orbitales moleculares espaciales ortonormales y α  y β  

las funciones de espín.  

La energía del sistema viene dada por la expresión:  

 

 

Donde: 

 
 

Y todos los sumatorios se extienden hasta el número de electrones 

totales. 

 

El principio variacional asegura que la mejor función de onda con la 

forma funcional [3.3] es la que minimiza la energía. Así pues, para 

obtener los orbitales moleculares óptimos se minimiza la expresión [3.4] 

con la restricción de que los orbitales moleculares sean ortonormales. De 

esta forma se obtiene un sistema de N ecuaciones monoelectrónicas 

integrodiferenciales que se denominan ecuaciones de Hartree-Fock:  

 

E= ΨΗΨ = 2 ∑
=

N

i 1
( iφ |ĥ| iφ )+∑∑ −

N

i

N

j
ijij KJ )2(  

           ( iφ |ĥ| iφ ) = ( ) ( )∑ −−∇−=
A iAAiiii rZh 1

2
11 1

1
2 φφ         [3.5] 

( ) ( ) ( ) ( )2121 1
12 jijiij rJ φφφφ −=  [3.6] 

( ) ( ) ( ) ( )2121 1
12 ijjiij rK φφφφ −=  

 

[3.7] 

F iii φεφ =

       i=1,...,N 

[3.8] 

 [3.4]
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La solución de las ecuaciones Hartree-Fock [3.8] suministra los 

orbitales SCF o Hartree-Fock y sus correspondientes energías orbitales iε . 

Para resolver las ecuaciones Hartree-Fock en sistemas de dos o más 

núcleos es necesario introducir una nueva aproximación. Roothaan98 

demostró que el desarrollo de los orbitales en términos de una base de 

funciones conocidas convertía las ecuaciones integrodiferenciales de 

Hartree-Fock en ecuaciones algebraicas resolubles por técnicas 

matriciales. Así pues, si se escoge un conjunto de base formado por k 

funciones denominadas sχ con s=1,...,k, k ≥ N, podremos expresar los 

orbitales iφ como combinación lineal de las mismas: 

iφ =∑
=

k

s
ssic

1
χ                   

 

Si se sustituyen estas expresiones [3.13] para los iφ  en la expresión 

de la energía [3.8] y se minimiza ésta con respecto a los coeficientes csi, 

se obtienen las ecuaciones de Hartree-Fock-Roothaan: 

 

( ) 0=−∑ sis rsirs cSF ε                                                       

Donde: 

rsS  es un  elemento de la matriz de solapamiento rsS = ( ) ( )11 sr χχ  

iε  es la energía correspondiente al orbital iφ  

Siendo  F=Hcore+ ( )∑ −
j jj KJ2 [3.9] 

donde:  

Hcore= 12
12

1 −∑−∇− iAA A rZ  
[3.10] 

Jj (1)φi(1)= [ 2
1

12 )2()2( τφφ dr jj
−∫ ]φi(1) [3.11] 

Kj (1)φi(1)= [ 2
1

12
* )2()2( τφφ dr ij

−∫ ]φj(1) [3.12] 

[3.13] 

[3.14] 
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y rsF es un elemento de la matriz de Fock: 

 

  rsF = Hrs+∑∑
p q

pqP ( )sqrp -
2
1 ( )qsrp   

Donde: 

Hrs = ( ) ( ) ( ) ( )∑ −+∇−
nuc

A
s

12

A
rs

2
ir 1

r
Z

11
2
11 χχχχ  

sqrp  la integral bielectrónica: 

 

 

Y Ppq un elemento de la matriz densidad monoelectrónica dado  por: 

∑=Ρ
i

qipipq cc*2                                                            

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 Ppq dependen de los 

coeficientes Csi, solución del problema. El proceso de iteración 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, podríamos expresar los 

orbitales moleculares Hartree-Fock de un modo exacto. En la práctica, sin 

embargo, se debe trabajar con un conjunto finito, relativamente pequeño, 

de funciones que permitan llevar a cabo el cálculo con los medios de que 

se dispone.  

 

[3.15]

[3.16]

sqrp = ( ) ( ) ( ) ( )21r21 qs
1

12pr χχχχ −  

[3.18]

[3.17]
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Evidentemente, la calidad y significado de un cálculo ab initio va a 

depender drásticamente del tipo de funciones que constituyan dicho 

conjunto y del número 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 

cálculos moleculares se emplean masivamente las GTO cartesianas que se 

definen como: 

 

( ) ( ) ( ) 2
srαnml

sssslmn ezyxα,nNα,mNα,lN)z,y,x(χ −=                             

Donde: 

( ) ( )[ ] 4
124/114

2/1 2!!12,
++

−

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−=

KK

kkN α
π

α    k=l,m,n 

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

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

 

Pople y colaboradores99 han construido diversos tipos de funciones de 

base GTO que son muy utilizadas y que se incluyen como opciones 

estándar en los programas de cálculo desarrollados por dicho grupo. En 

este trabajo se empleó la base 6-31G* para la localización y 

caracterización de los distintos complejos. En ella, los orbitales de core 

están representados por una función de base contraída formada por seis 

primitivas y los orbitales de valencia vienen dados por una función de base 

contraída formada por tres primitivas y otra formada por sólo una 

gaussiana primitiva. El asterisco significa que la base cuenta, además, con 

funciones de polarización de tipo d para los elementos del segundo 

período.  

Posteriormente se han obtenido mejores valores para las energías de 

estabilización haciendo un recálculo con la base 6-311+G** sobre las 

geometrías optimizadas con la base 6-31G*. 

[3.19] 

[3.20]  
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La elección de una base para realizar determinado trabajo debe 

realizarse con sumo cuidado, puesto que de ella dependen el significado y 

la precisión de los resultados. 

 

3.1.3.- Energía de correlación 

 

La aproximación de Hartree-Fock, también llamada de partículas 

independientes, presenta problemas por no dar cuenta satisfactoriamente 

de las interacciones de los electrones. Sólo para electrones con espín 

paralelo esta aproximación da probabilidad cero de que se encuentren en 

el mismo punto del espacio. 

 

La energía de correlación viene definida como la diferencia entre la 

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

(Eo). 

 

Ecorr= E-E0 

 

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

 
Los métodos ab initio post-Hartree-Fock (interacción de 

configuraciones, Möller-Plesser, clúster acoplado) permiten evaluar la 

energía de correlación electrónica en una base de funciones de N 

partículas que son los determinantes de Slater. Los métodos del funcional 

de la densidad también permiten calcular la energía de un sistema 

incluyendo la correlación electrónica, pero mediante un procedimiento 

alternativo. 

 

 

 

 

[3.21]
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La base de la teoría del funcional de la densidad es el teorema de 

Hohenberg-Kohn, que afirma que la energía del estado electrónico 

fundamental de un sistema puede determinarse si se conoce su densidad 

electrónica ρ(r). Es decir, la energía es un funcional de la densidad y se 

expresa de la siguiente forma: 

 

E(ρ) = T(ρ) + Een(ρ) + Eee (ρ)                                                                         
 

Donde T(ρ) representa la energía cinética, Een(ρ) la energía de interacción 

electrón-núcleo y Eee(ρ) la interacción electrón-electrón. Ésta última puede 

subdividirse a su vez en dos términos: 

 

Een(ρ) = J(ρ) + K(ρ) 

 

Donde J(ρ) recoge la interacción de Coulomb y K(ρ) la de intercambio. 

 

El principal problema de la teoría es que no dice cuál es la forma 

exacta del funcional o cómo construirlo. El paso que permite aplicar este 

formalismo a la Química Cuántica fue dado por Kohn y Sham100 al 

considerar un sistema de N electrones sin interaccionar descrito por unos 

orbitales φi de forma que la densidad electrónica de este sistema modelo, 

ρs(r), coincida con la del sistema real, ρ(r), en el que sí hay interacciones.  

 

De este modo, la expresión general para la energía DFT es: 

 
EDFT = Ts(ρ) + Een(ρ) + J(ρ) + Exc(ρ)                                             

 

Donde Ts(ρ) es una aproximación a la energía cinética real T(ρ), ya que 

corresponde a la de un sistema de N electrones sin interaccionar y Exc(ρ) 

es el denominado término de correlación e intercambio: 

 

Exc(ρ) = [T(ρ) - Ts(ρ)] + [Eee(ρ) –J(ρ)]                                         

[3.22] 

[3.23] 

[3.24] 

[3.25] 
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Este término engloba el resto de la energía cinética que no se tiene en 

cuenta en Ts(ρ) por asumir un sistema de partículas independientes, 

además de la energía de interacción no clásica electrón-electrón. 

 

La aplicación del principio variacional a la expresión de la energía 

DFT, EDFT, permite asegurar que la mejor densidad electrónica será 

aquella que minimice EDFT (ρ) con la restricción de que: 

 

Siendo N el número de electrones que contiene el sistema molecular. 

El proceso de minimización conduce a las denominadas ecuaciones de 

Kohn-Sham: 

FKS φi = εi φI                                                                                                 

 

Que forman un conjunto de ecuaciones cuyos vectores propios son los 

orbitales de  Kohn-Sham y en la que el operador FKS  es: 

 

Siendo Vefec un potencial efectivo que incluye el potencial de interacción 

electrón-núcleo, el de repulsión electrón-electrón clásico y el potencial de 

correlación-intercambio: 

 

 

Si se lograra conocer Exc de manera exacta, la teoría del funcional de 

la densidad proporcionaría la energía total exacta, incluyendo la energía 

de correlación.  

 

∫ = Ndrr)(ρ

efecKS VF +∇−= 2

2
1

(r)VJ(r)(r)V(r)V xcenefec ++=

ρ(r)
E

V xc
xc ∂

∂
=

[3.26]  

[3.27]  

[3.28]  

[3.29]  

[3.30]  
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Se puede demostrar que el potencial de intercambio-correlación es 

un funcional único, de validez general. Sin embargo, su forma explícita no 

se conoce. La diferencia entre los distintos métodos DFT está 

precisamente en la elección de dicha forma funcional. 

 

Se han desarrollado distintos tipos de funcionales que pueden 

agruparse en tres grandes tipos según las aproximaciones que se realizan 

para estimar Exc: los basados en la aproximación de la densidad local 

(LDA), los que se basan en la aproximación del gradiente generalizado y 

los funcionales híbridos. 

 

En general, es costumbre separar el funcional de intercambio-

correlación en dos contribuciones para facilitar su construcción, una que 

incluye el intercambio, Ex(ρ), y otra que incluye la correlación, Ec(ρ). 

 

 En la aproximación de la densidad local (LDA) se considera que el 

funcional en el punto r depende sólo de la densidad en dicho punto, 

aunque en realidad el funcional es no local y depende de ρ en todo el 

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

tratada como la de un gas uniforme de electrones.   

 

La energía de intercambio de un gas uniforme de electrones viene 

dada por la fórmula de Dirac: 

( )∫⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛−= drrρ
Π4
3

2
3)ρ(E 3

43
1

LDA
x  

 

Vosko, Wilk y Nusair (VWN)101 han obtenido una expresión para la 

energía de correlación Ec(ρ) para un gas uniforme de electrones 

basándose en cálculos Monte Carlo (Ec
LDA). 

 

[3.31]  
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En la aproximación del gradiente generalizado se modeliza la 

densidad electrónica de una molécula como un gas de electrones no 

uniforme. Matemáticamente esto significa que tanto Ex como Ec dependen 

no sólo de la densidad electrónica ρ(r), sino también de sus derivadas. 

Becke102 propuso una corrección (B88) para la energía de intercambio LDA 

que se utiliza frecuentemente en los cálculos DFT. Entre las formas 

funcionales diseñadas en esta aproximación para dar cuenta de la energía 

de correlación una de las más populares es la de Lee, Yang y Parr 

(LYP)103. 

 

Otro tipo de funcionales, denominados híbridos, son aquellos que 

incorporan parte de la energía de intercambio exacta de Hartee-Fock en el 

funcional de intercambio. De entre esos funcionales, el más utilizado es el 

propuesto por Becke en 1993 (B3). La combinación del funcional de 

intercambio B3 con el funcional de correlación LYP conduce al funcional 

B3LYP, que es el utilizado en el presente trabajo: 

 

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

a un conjunto de propiedades termodinámicas. 

 

3.3.- Termodinámica estadística 

 

 El paso de las propiedades moleculares a las macroscópicas y 

observables es posible gracias a la Termodinámica Estadística. En la 

presente Tesis de Doctoral se adoptan los modelos de gas ideal, rotor 

rígido y oscilador armónico para obtener expresiones termodinámico-

estadísticas para la entalpía, entropía y energía de Gibbs en fase gas104. 

Igualmente, se supone la presión igual a una atmósfera y la temperatura 

igual a 298,16 K. 

VWN
c

LYP
c

88B
x

LDA
x

exacta
x

LYP3B
xc E)c1(cEbEE)ba(E)a1(E −+++−+−= [3.32]
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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 

orientación 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 reacción. 

 

El método mecanocuántico más común para calcular los efectos del 

disolvente sobre las propiedades moleculares y la reactividad química 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 mecanocuántico, la interacción entre una molécula de soluto y 

el continuo dieléctrico que la rodea se modeliza mediante un término Vint 

que se añade al Hamiltoniano electrónico molecular. En este modelo se 

permite que cambie la función de onda electrónica de la molécula de 

soluto al pasar de la fase gaseosa a la disolución, de forma que se alcance 

la autoconsistencia entre la distribución de carga del soluto y el campo de 

reacción del disolvente.  

 

Un tratamiento en el que se alcance la autoconsistencia se denomina 

modelo del campo de reacción autoconsistente (abreviado con el acrónimo 

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 energía potencial de interacción entre la distribución de 

carga molecular y el dieléctrico continuo. En este trabajo se utiliza el 

modelo PCM (del inglés Polarizable Continuum Model). El modelo que 
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sustenta este método considera una cavidad en el disolvente con forma 

compleja obtenida asignando a cada núcleo atómico una esfera de radio 

1.2 veces el radio de Van del Waals del átomo.  

 

El volumen de la cavidad es el ocupado por estas esferas atómicas 

solapadas. Además, la energía potencial de interacción soluto-disolvente 

se aproxima como una serie infinita, la llamada expansión 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 analíticas para los 

coeficientes de esta expansión multipolar y que tengan que ser calculados 

mediante un método numérico iterativo. 

 

3.5.- Nivel de cálculo utilizado y energías de 

estabilización 

 

Todos los cálculos desarrollados a lo largo de este trabajo se 

realizaron con el software Gaussian 98105 en una plataforma SGI Origin 

3800 operando en el sistema operativo IRIX 6.5.23f, proporcionado 

gratuitamente por el servicio de supercomputación del Centro de 

Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnológicas (CIEMAT). 

 

En distintos puntos de los apartados anteriores queda dicho que el 

nivel de cálculo utilizado en este trabajo para la localización y 

caracterización de los distintos complejos es B3LYP/6-31G*. 

Posteriormente, aceptando la hipótesis de que las geometrías de los 

complejos apenas varían con el cambio de base, se efectúa un cálculo 

puntual con la base de mayor tamaño 6-311+G** sobre las geometrías 

anteriormente optimizadas, puesto que un aumento en la flexibilidad del 

conjunto de funciones de base redunda en una disminución de la energía 
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absoluta, es decir, según el principio variacional, en un mayor 

acercamiento al valor exacto de la energía. 

 

 Las energías de estabilización de los distintos complejos se han 

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

suma de las energías absolutas de las moléculas que lo componen. 
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Capítulo 4 
 
 

Desarrollo de un método 
computacional para el diseño de un 
polímero impreso para ácido 
homovaníllico 
 
 
4.1.- Antecedentes 

 

Cálculos DFT en el diseño racional de polímeros impresos 
 

Hasta la fecha, la evaluación de la afinidad del MIP, que supone 

llevar a cabo la síntesis completa del polímero para distintos monómeros 

funcionales y disolventes porogénicos, viene realizándose por el método 

de prueba y error, utilizando una selección previa de componentes basada 

en la mera intuición química.  

Con el fin de simplificar la optimización de los MIPs, Sellergren y 

colaboradores106-108 propusieron una metodología de síntesis de alto 

rendimiento a escala reducida (mini-MIPs) que utiliza dispositivos 

robotizados capaces de sintetizar y evaluar mediante ensayos de unión un   
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gran número de polímeros sintetizados en pequeña escala con 

composiciones variables de monómero funcional, entrecruzantes y 

disolventes porogénicos, dirigidos por procedimientos combinatorios. Esta 

metodología no constituye una herramienta predictiva en sí, y desde el 

punto de vista experimental, tampoco contribuye realmente a simplificar 

las etapas de optimización del polímero. 

 

Por otro lado, se han desarrollado en los últimos años estrategias de 

diseño racional basadas en la evaluación de las energías de interacción 

entre la molécula molde y los monómeros funcionales que intervienen en 

la formación de un aducto por medio de enlaces no covalentes. Estos 

métodos computacionales se basan en lo que se denomina “el paradigma 

de la tecnología de impresión molecular”: el éxito del proceso de 

impresión recae en la estabilidad del complejo de prepolimerización109. 

Mosbach y colaboradores demostraron mediante medidas de RMN que 

efectivamente se formaba un aducto de prepolimerización, y mediante 

valoración de la molécula molde (fenilalanina) con uno de los monómeros 

funcionales (ácido metacrílico), era posible determinar la relación óptima 

entre ambos para formar la unidad macromolecular más estable. Este 

procedimiento ha seguido utilizándose para identificar la naturaleza de la 

interacción origen de la impresión no covalente, buscando desarrollar 

herramientas predictivas para el diseño de MIPs110, 111.  

 

Las estrategias seguidas se basan en el cálculo de la energía de 

estabilización en la formación de dicho aducto como diferencia de la 

energía de formación del aducto y la energía de monómeros y molécula 

molde por separado: 

 

ΔE estabilización = ΔE aducto – [ΔE monómeros + ΔE molécula molde] 
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Para el cálculo de dicha energía, el método que se ha extendido 

más en los últimos años ha sido la utilización de un software de 

modelización molecular para estudiar la conformación del aducto 

monómero-molécula huésped antes de la polimerización112. El grupo de 

Piletsky, en la universidad de Cranfield (UK) ha conseguido mejoras en la 

selectividad de los MIPs mediante este tipo de simulación computacional48-

55, y ha sido el responsable de su uso extendido. Estos resultados derivan 

de la aplicación de métodos de mecánica molecular y pueden superarse 

mediante la aplicación de métodos de mecánica cuántica. De estos, los 

semiempíricos113, 114 se prefieren en ocasiones, ya que requieren un menor 

coste computacional. Pero una descripción más exacta del sistema se 

consigue mediante los métodos ab initio, y del funcional de la densidad 

(DFT).  

 

Sin embargo, en la bibliografía sólo se han publicado recientemente 

dos antecedentes de cálculos ab-initio aplicados a la impresión molecular. 

El trabajo de Mukawa y colaboradores115 es un ejemplo de impresión 

molecular covalente con alilfenildisulfuro como molécula molde, que 

emplea como monómero funcional divinilbenceno. La ruptura del puente 

disulfuro se realizó mediante reducción con borohidruro de sodio dejando 

un grupo tiol en los sitios de unión. El proceso no resultó totalmente 

satisfactorio, puesto que después de comprobar la selectividad con 

diferentes moléculas, se observaron mayores factores de retención para 

una molécula huésped distinta a la molécula molde. Además, sólo se 

realizó un estudio de los complejos 1:1, sin evaluar el efecto del 

entrecruzador ni el efecto del disolvente, puesto que los cálculos se 

limitaron a la fase gaseosa. 
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El otro trabajo descrito que emplea la metodología ab initio116 

estudia la interacción 1-1 y 1-2 entre dos posibles monómeros funcionales, 

ácido metacrílico (MAA) y 2-metacrilamida (MA), y diferentes moléculas 

molde con el fin de seleccionar el sistema que conduzca a una mayor 

estabilización del complejo. Se aplicaron dos métodos de cálculo: PM3 que 

es un método semiempírico, y un método ab initio (HF) con la base 6-31G. 

Los resultados obtenidos se comprobaron mediante cromatografía líquida 

obteniendo una buena correlación para los dos métodos. Sin embargo, el 

estudio se limitó a la fase gaseosa, no incluyendo ni el efecto del 

entrecruzador ni el efecto del disolvente porogénico, crucial en el proceso 

de impresión 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 cálculo se incluyen 

bases de mayor tamaño destinadas a obtener mejores energías, 6-31G* 

para la optimización de los complejos y 6-311+G** para los cálculos 

puntuales, incluyéndose además el efecto del disolvente mediante el 

Modelo del Continuo Polarizado (PCM).  

 

Parte de los resultados que se presentan en este capítulo han sido 

publicados en la revista Analytical Chemistry en el año 2005117, 

constituyendo en este momento el método más riguroso en el cálculo de 

la energía del aducto de prepolimerización, y la forma más exacta de 

fundamentar predicciones teóricas. Esta metodología ha sido adoptada en 

estudios posteriores, aunque de forma incompleta, sin incluir el efecto del 

disolvente118 o empleando un nivel de cálculo menos exigente119-122.  
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4.2.- Desarrollo del método computacional. Selección 

del mejor monómero funcional y del mejor 

disolvente 

 

Los monómeros funcionales escogidos para realizar la evaluación 

computacional de la energía del aducto de prepolimerización son: ácido 2-

trifluorometacrílico (TFMAA), ácido metacrílico (MAA), 2-metacrilamida 

(MA) y 4-vinilpiridina (VPY), y los disolventes: tolueno, cloroformo, 

diclorometano, acetonitrilo, agua y dimetilsulfóxido. 

 

4.2.1.- Geometría y energía electrónica de la molécula molde 

(HVA) 

 

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

geometría del isómero más estable de la molécula molde (figura 4.1). 

 
 

Figura 4.1.- Geometría optimizada del HVA. 

 

En la impresión molecular no covalente se asume la hipótesis de que 

una de las interacciones más fuertes entre la molécula molde y el 

monómero funcional es la que tiene lugar a través de puentes de 

hidrógeno, por lo que lo más significativo de la molécula de HVA es la 

presencia de un grupo ácido carboxílico, un grupo hidroxilo y un grupo 

Átomo de H

Átomo de O

Átomo de C
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metóxido, es decir, tres grupos funcionales disponibles para formar 

puentes de hidrógeno con los monómeros funcionales. 

 

La geometría optimizada de la figura 4.1 muestra que en el isómero 

más estable del HVA existe un puente de hidrógeno intramolecular entre 

el hidrógeno del grupo hidroxilo y el oxígeno del grupo metóxido. 

Energéticamente este puente de hidrógeno supone una estabilización de 

unas 5 kcal/mol respecto a otros isómeros del HVA en los que el 

hidrógeno hidroxílico está hacia el lado opuesto del grupo metóxido. La 

energía absoluta para la molécula de HVA es de –650.0744 unidades 

atómicas al nivel de cálculo utilizado para evaluar las energías (B3LYP/6-

311+G**//B3LYP/6-31G*). 

 

4.2.2.- Interacción HVA-TFMAA 

 

La geometría del monómero funcional 2-trifluorometacrílico (TFMAA) 

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

 

 

 

Figura 4.2.- Geometría optimizada del TFMAA. 

 

La energía absoluta del monómero aislado es de –604.3873 

unidades atómicas al nivel B3LYP/6-311+G**//B3LYP/6-31G*. 

Átomo de H 
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Como consecuencia de la amplia búsqueda conformacional realizada 

se localizaron un número importante de complejos formados por una 

molécula de HVA y otra de TFMAA. En la figura 4.3 se muestran las 

geometrías optimizadas de los diez complejos HVA-TFMAA más estables. 

          
                             t1                                                              t2 

                      
                              t3                                                             t4 

                        
                              t5                                                             t6 
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                            t7                                                                 t8 

 

             t9                                                   t10 

 

Figura 4.3.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA-TFMAA 

localizados. 

 

A continuación, se detallan las energías electrónicas, entalpías, 

entropías y energías de Gibbs de estabilización en fase gas, así como las 

energías de Gibbs de estabilización en disolución para los complejos 

anteriores. 

Átomo de H 

Átomo de O 

Átomo de C 

Átomo de F 
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A. Energías electrónicas de estabilización 

 

La tabla 4.1 recoge los diez complejos HVA-TFMAA más estables 

ordenados de mayor a menor estabilidad. Las columnas de la tabla 

muestran la energía electrónica absoluta, la energía de punto cero (ambas 

para las moléculas separadas y para los complejos) y la energía 

electrónica de dichos complejos relativa a las moléculas separadas o 

energía de estabilización. 

 

Tabla 4.1.- Energías electrónicas de los diez complejos HVA-TFMAA más 

estables. 

Estructuras 

 

Energía electrónica 

absoluta (u.a) 

Energía de punto 

cero (kcal/mol) 

Δ(Ee+ZPVE) 

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 



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

 38 
 

En comparación con la energía electrónica de las moléculas 

separadas, el complejo t1 es el más estable con una energía electrónica 

de estabilización 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 más estables son los que presentan un doble puente de 

hidrógeno entre los grupos ácido de ambas moléculas. La causa de la 

desestabilización de t2 frente a t1 es la orientación del hidrógeno 

hidroxílico que en t2 impide la formación del puente de hidrógeno 

intramolecular. El complejo que sigue en estabilidad, t3, posee una 

energía electrónica relativa de –12.1 kcal/mol. En este caso, el complejo 

presenta un doble puente de hidrógeno entre el grupo ácido del TFMAA y 

los grupos hidroxilo y metóxido del HVA.  

En los complejos t6 y t9 las dos moléculas interaccionan a través del 

grupo ácido del TFMAA y del hidroxilo ácido del HVA, diferenciándose en 

el puente de hidrógeno intramolecular del HVA. En cuanto a las 

estructuras t4, t8 y t10, el doble puente de hidrógeno se establece entre 

el grupo ácido del HVA y el hidroxilo ácido del TFMAA, variando la 

conformación del hidrógeno ácido del TFMAA en t4 respecto a t8 y t10. 

t8 forma un puente de hidrógeno intramolecular en el HVA a diferencia de 

lo que ocurre en t10. Los complejos t5 y t7 se estabilizan gracias a la 

interacción entre el grupo ácido del TFMAA y el hidroxilo del HVA. 

 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 
Las energías electrónicas no son observables experimentalmente y 

además no incluyen los factores que determinan si la formación de los 

complejos es espontánea o no. Para superar esta limitación, se ha 

realizado un estudio mediante termodinámica estadística que ha permitido 
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obtener las entalpías, entropías y energías libres de estabilización para la 

fase gas que se recogen en la tabla 4.2.  

 

Tabla 4.2.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-TFMAA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La primera observación que cabe realizar es que las entalpías 

relativas tienen valores próximos a las energías electrónicas relativas, lo 

cual indica que estas últimas son las que más contribuyen a la variación 

de entalpía. El hecho de que se formen complejos a partir de las 

moléculas separadas hace que, obviamente, la entropía de los mismos sea 

siempre inferior a la del estado de referencia. La influencia negativa de la 

entropía hace que sólo se formen espontáneamente los seis primeros 

complejos en fase gas. t1 es el complejo más favorable en fase gas, 

siendo su energía de Gibbs de estabilización de 8.4 kcal/mol. 

Estructuras 

 

ΔH        

(kcal/mol)

TΔS       

(kcal/mol)

ΔG(gas)    

(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 

t6 -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 
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C. Influencia del disolvente en la estabilización de los 

complejos HVA-TFMAA 

 

Los datos del apartado anterior no tienen una utilidad práctica directa 

puesto que el procedimiento experimental de impresión molecular no se 

realiza en fase gas sino en disolución. Los cálculos mecanocuánticos 

permiten conocer la energía 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 teóricamente la energía de estabilización HVA-TFMAA en 

diferentes disolventes.  

En este trabajo teórico se utilizan cinco disolventes habitualmente 

empleados como disolventes porogénicos: tolueno (ε = 2.4), cloroformo         

(ε = 4.9), diclorometano (ε =8.9), acetonitrilo (ε =36.6) y agua (ε =80.1) 

con el fin de decidir cuál da lugar a complejos más estables dentro de este 

amplio rango de constantes dieléctricas. Las energías libres de 

estabilización obtenidas para los cinco disolventes estudiados se detallan 

en la tabla 4.3. 
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Tabla 4.3.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

TFMAA en los disolventes tolueno, cloroformo, diclorometano, acetonitrilo 

y agua. 

 

En general, tolueno, cloroformo, diclorometano y acetonitrilo 

favorecen la formación de complejos HVA-TFMAA, en el sentido de que en 

fase gas sólo es espontánea la formación de seis complejos mientras en 

disolución está favorecida la formación de hasta nueve complejos. En 

todos los complejos estudiados el tolueno es el disolvente que da lugar a 

una mayor estabilización seguido del cloroformo, acetonitrilo y 

diclorometano. Cuando se emplea el agua como disolvente, se observa 

una desestabilización de los complejos con respecto a las energías de 

Gibbs en fase gas. Debido a este especial comportamiento, se realizó un 

estudio para evaluar si el agua interfiere en las interacciones responsables 

de la formación de los complejos molde-monómero. 

Estructuras

ΔG 

Tolueno 

(kcal/mol)

ΔG  

Cloroformo

(kcal/mol)

ΔG 

Dicloro 

(kcal/mol)

ΔG 

Acetonitrilo 

(kcal/mol) 

ΔG 

Agua 

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

molécula molde (HVA) y el monómero (TFMAA)  

 

Cuando se considera el agua como un medio continuo en cuyo seno 

se forman los complejos molde-monómero, éstos son considerablemente 

menos estables que en los otros disolventes investigados. Para 

comprender las razones de la poca estabilización exploramos la posibilidad 

de que el agua interaccione con las moléculas de molde y monómero y así 

dificulte su interacción mutua por puentes de hidrógeno. Para esto, se 

incluye explícitamente en el cálculo una serie de moléculas discretas de 

agua saturando las posiciones susceptibles de formación de puentes de 

hidrógeno y se realiza la modelización del sistema en un medio continuo 

de agua.  

Inicialmente, se realizaron los cálculos tomando como referencia la 

energía de cada molécula de agua discreta, sin interaccionar entre ellas, 

pero es más realista suponer que dos moléculas de agua aisladas 

interaccionan entre sí formando dímeros, de ahí que, en lo sucesivo, para 

todas las interacciones con moléculas de agua hablemos en realidad de 

dímeros de agua.  

Las geometrías de los complejos resultantes se presentan en la figura 4.4. 

 

     

Figura 4.4.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables para 

TFMAA y HVA interaccionando con dímeros de agua. 
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La estabilidad de estos dos complejos se compara con la obtenida 

con t1, el complejo HVA-TFMAA más estable. En la tabla 4.4 se recogen 

los resultados obtenidos. 

 

Tabla 4.4.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

dímero H2O, TFMAA-dímero H2O y HVA-TFMAA en agua. 

Estructuras 
ΔG agua 

(kcal/mol)

HVA-dímero H2O -7.6 

TFMAA-dímero H2O -12.4 

HVA-TFMAA (t1) -6.9 

 

A la vista de los resultados, se concluyó que el agua compite con el 

HVA por los sitios de unión del TFMAA, es decir, el monómero 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 más desfavorable que en fase gas (-8.4 kcal/mol). En 

consecuencia, el agua no sería un buen disolvente porogénico para 

sintetizar el polímero molecularmente impreso con TFMAA y HVA, puesto 

que tiende a formar puentes de hidrógeno muy estables con el monómero 

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

4.2.3.- Interacción HVA-MA 

 

La geometría del monómero funcional 2-metacrilamida (MA) 

optimizada al nivel B3LYP/6-31G* se presenta en la figura 4.5. 
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Figura 4.5.- Geometría optimizada de MA. 

 

La energía absoluta del monómero aislado es –286.7041 unidades 

atómicas al nivel B3LYP/6-311+G**//B3LYP/6-31G*. 

 

De forma análoga al TFMAA, la búsqueda conformacional efectuada 

dio lugar a la localización de diez complejos HVA-MA cuyas geometrías 

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

 

Al igual que en la interacción HVA-TFMAA, se procedió a realizar los 

estudios que se detallan a continuación. 

 

A. Energías electrónicas de estabilización 

 

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

incluyendo la corrección de punto cero, de los diez complejos HVA-MA.

ma10ma9 
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Tabla 4.5.- Energías electrónicas de los diez complejos HVA-MA más 

estables. 

 

El complejo HVA-MA más estable, ma1, presenta un doble puente de 

hidrógeno entre el grupo amida de MA y el grupo carboxilo del HVA, de la 

misma forma que t1. Su estabilización es de 13.6 kcal/mol. ma2 es 

similar a ma1, aunque menos estable (4.5 kcal/mol) debido a que el HVA 

no posee en este caso la estabilización adicional del puente de hidrógeno 

intramolecular. Por último, el complejo ma3 posee una energía electrónica 

de estabilización de 6.0 kcal/mol. En este caso se establece un doble 

puente de hidrógeno entre el grupo amida de MA y los grupos hidroxilo y 

metóxido del HVA. El resto de complejos interaccionan de forma análoga a 

los complejos descritos para TFMAA, por lo que en este apartado no se 

describirán. 

Estructuras 

 

Energía electrónica 

absoluta (u.a) 

Energía de punto 

cero (kcal/mol) 

Δ(Ee+ZPVE) 

kcal/mol 

HVA -650.0744 113.9  

MA -286.7041 67.6  

HVA+MA -936.7785 181.5 0.0 

ma1 -936.8025 182.9 -13.6 

ma2 -936.7951 182.8 -9.1 

ma3 -936.7895 182.5 -6.0 

ma4 -936.7874 183.0 -4.0 

ma5 -936.7863 182.3 -4.0 

ma6 -936.7921 182.6 -7.4 

ma7 -936.7866 182.6 -3.9 

ma8 -936.7874 183.0 -4.0 

ma9 -936.7824 182.1 -1.9 

ma10 -936.7796 182.8 0.6 
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B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 
A partir del estudio termodinámico estadístico 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.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-MA. 

 

Estructuras 

 

ΔH        

(kcal/mol)

TΔS       

(kcal/mol)

ΔG(gas)    

(kcal/mol) 

HVA+MA  0.0 0.0 0.0 

ma1  -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 

ma10  0.8 -10.4 11.2 

 

De igual forma que en los aductos de TFMAA, las entalpías relativas 

tienen valores próximos a las energías electrónicas relativas, lo que indica 

que estas últimas son las que más contribuyen a la variación de la 

entalpía. De nuevo, la influencia negativa de la entropía hace que sólo el 

complejo ma1 se forme espontáneamente en fase gas.  
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C. Influencia de los disolventes en la estabilización de los 

complejos  HVA-MA 

 

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

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

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

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

 

Tabla 4.7.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-MA 

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

 

Estructuras

ΔG 

Tolueno 

(kcal/mol)

ΔG  

Cloroformo

(kcal/mol)

ΔG 

Dicloro 

(kcal/mol)

ΔG 

Acetonitrilo 

(kcal/mol) 

ΔG 

Agua 

(kcal/mol)

HVA+MA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

ma1 -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 

ma10 2.7 3.1 4.0 3.0 6.2 



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

 50 
 

Los cinco disolventes favorecen la formación de los complejos HVA-

MA, puesto que en fase gas sólo resulta espontánea la formación de ma1. 

El tolueno, de nuevo es el disolvente que conduce a una mayor 

estabilización del complejo, seguido de cloroformo y acetonitrilo.             

Al igual que sucedía para los complejos con TFMAA, el diclorometano y el 

agua son los disolventes más desfavorables. 

   

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

molécula molde (HVA) y el monómero (MA)  

 

Nuevamente, los complejos molde-monómero son menos estables en 

agua que en el resto de disolventes estudiados. Este hecho podría 

explicarse si el agua interaccionase con la molécula molde y el monómero 

funcional dificultando la interacción del complejo a través de puentes de 

hidrógeno. Para confirmar esta sospecha, se realiza el cálculo con dos 

moléculas de agua saturando las posiciones susceptibles de puentes de 

hidrógeno del monómero funcional y la molécula molde, sumergido a su 

vez todo el sistema en agua. Los complejos resultantes se muestran en la 

figura 4.7.    

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7.- Geometrías optimizadas de los complejos más 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 ma1, el complejo HVA-MA más estable. En la tabla 4.8 se resumen 

los datos obtenidos. 

 

Tabla 4.8.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

dímero H2O, MA-dímero H2O y HVA-MA en agua. 

 

Estructuras 
ΔG agua 

(kcal/mol) 

HVA-dímero H2O -7.6 

MA-dímero H2O -6.8 

HVA-MA (ma1) -3.1 

 

Los complejos optimizados muestran que el agua compite con MA 

por los sitios de unión del HVA, es decir, el HVA interacciona más 

favorablemente con el agua que con el monómero funcional MA. Por 

tanto, puede explicarse que la formación del complejo HVA-MA en agua   

(-3.1 kcal/mol) sea más desfavorable que con el resto de disolventes 

ensayados. Nuevamente, el agua no sería un buen disolvente porogénico 

para sintetizar el polímero molecularmente impreso para el HVA, puesto 

que tiende a formar puentes de hidrógeno con el monómero y la molécula 

molde, desestabilizando la formación de un aducto entre ambos. 

4.2.4.- Interacción HVA-MAA 

 

La geometría del monómero funcional ácido metacrílico (MAA) 

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

 

La energía absoluta del monómero aislado es –306.5810 unidades 

atómicas al nivel B3LYP/6-311+G**//B3LYP/6-31G*. 

 

Como consecuencia de la amplia búsqueda conformacional realizada, 

y del mismo modo que en casos precedentes, se localizaron un número 

importante de complejos formados por una molécula de HVA y otra de 

MAA. En la figura 4.9 se pueden ver las geometrías optimizadas de los 

diez complejos HVA-MAA más estables. 
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            m9                                                      m10 

 

 

Figura 4.9.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA-MAA 

localizados. 

 

A. Energías electrónicas de estabilización 

 

La tabla 4.9 recoge los diez complejos HVA-MAA más estables 

ordenados de mayor a menor estabilidad. Las columnas de la tabla 

muestran la energía electrónica absoluta, la energía de punto cero 

(calculadas ambas tanto para las moléculas separadas como para los 

complejos formados) y la energía electrónica de dichos complejos en 

comparación con la energía de las moléculas separadas. 
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Tabla 4.9.- Energías electrónicas de los diez complejos HVA-MAA más 

estables. 

Estructuras 

 

Energía electrónica 

absoluta (u.a) 

Energía de 

punto cero 

(kcal/mol) 

Δ(Ee+ZPVE) 

kcal/mol 

HVA -650.0744 113.9   

MAA -306.5810 60.2   

HVA+MAA -956.6555 174.1 0.0  

m1 -956.6811 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 comparación con la suma de la energía electrónica de las 

moléculas separadas, el complejo m1 es el más estable con una energía 

electrónica de estabilización 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 más estables son los que presentan un doble puente de 

hidrógeno entre los grupos ácido de ambas moléculas. La causa de la 

desestabilización de m2 frente a m1 es la orientación en m2 del 

hidrógeno hidroxílico que impide la formación del puente de hidrógeno 

intramolecular. El complejo m3, que posee una energía electrónica 

relativa de -7.0 kcal/mol, es más inestable que m1 y m2, ya que en este 

caso se establece un doble puente de hidrógeno entre el grupo ácido del 

MAA y los grupos hidroxilo y metóxido del HVA.  
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Los complejos m4 y m9 interaccionan a través del grupo ácido del 

MAA y del hidroxilo ácido del HVA, diferenciándose en el puente de 

hidrógeno intramolecular del HVA. En cuanto a las estructuras m5, m8 y 

m10, el doble puente de hidrógeno se establece entre el grupo ácido del 

HVA y el hidroxilo ácido del MAA, variando la conformación del hidrógeno 

ácido del MAA en m5 respecto a m8 y m10. m8 forma un puente de 

hidrógeno intramolecular con el HVA a diferencia de m10. Los complejos 

m6 y m7 se estabilizan gracias a la interacción entre el grupo ácido del 

MAA y el hidroxilo del HVA. 

 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 

El estudio realizado mediante termodinámica estadística permite 

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

 

Tabla 4.10.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-MAA. 

 

Estructuras 

 

ΔH        

(kcal/mol)

TΔS       

(kcal/mol)

ΔG(gas)    

(kcal/mol) 

HVA+MAA 0.0 0.0 0.0  

m1 -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  



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

 57 

La influencia negativa de la entropía hace que sólo el complejo m1 

se forme espontáneamente en fase gas, siendo su energía de Gibbs de 

estabilización de 3.8 kcal/mol. 

 

C. Influencia de los disolventes en la estabilización de los 

complejos HVA-MAA 

 

Las energías relativas de los complejos HVA-MAA respecto de las 

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

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

(ε =80.1), se detallan en la tabla 4.11. 

 

Tabla 4.11.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

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

agua. 

Estructuras

ΔG 

Tolueno 

(kcal/mol)

ΔG  

Cloroformo

(kcal/mol)

ΔG 

Dicloro 

(kcal/mol)

ΔG 

Acetonitrilo 

(kcal/mol) 

ΔG 

Agua 

(kcal/mol)

HVA+MAA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

m1 -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 5.4 

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 



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

 58 
 

De nuevo encontramos que, exceptuando el caso del diclorometano 

y el agua, la incorporación al cálculo del disolvente porogénico favorece la 

formación de complejos HVA-MAA, en el sentido de que en fase gas sólo 

es espontánea la formación del complejo m1 mientras en disolución se 

forman los nueve primeros complejos. En los ocho complejos más 

estables, el tolueno es el disolvente que da lugar a una mayor 

estabilización, seguido del cloroformo y del acetonitrilo.  

 

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

molécula molde (HVA) y el monómero (MAA)  

 

Al igual que en los apartados precedentes, se estudia la inclusión de 

dos moléculas de agua en el cálculo. Los complejos resultantes se 

muestran en la figura 4.10. 

     

Figura 4.10.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables para 

MAA y HVA interaccionando con dímeros de agua. 

 

La estabilidad de estos dos complejos se compara con la obtenida 

con m1, el complejo HVA-MAA más estable formado por una molécula de 

HVA y otra de MAA. En la tabla 4.12 se recogen los datos obtenidos. 

Átomo de H 

Átomo de O 

Átomo de C 
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Tabla 4.12.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

dímero H2O, MAA-dímero H2O y HVA-MAA en agua. 

 

Estructuras 
ΔG agua 

(kcal/mol)

HVA-dímero H2O -7.6 

MAA-dímero H2O -15.7 

HVA-MAA (m1) -2.8 

 

A la vista de los resultados, el agua compite con el HVA por los sitios 

de unión del MAA, es decir, el monómero 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 más 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 polímero 

molecularmente impreso con MAA y HVA, puesto que tiende a formar 

puentes de hidrógeno muy estables con el monómero y con la molécula 

molde. 
 

4.2.5.- Interacción HVA-VPY 

 

El monómero funcional 4-vinilpiridina (VPY) presenta sólo un centro 

con capacidad para formar puentes de hidrógeno: el nitrógeno piridínico. 

En la figura 4.11 puede verse su geometría optimizada al nivel      

B3LYP/6-31G*.
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Figura 4.11.- Geometría optimizada de VPY. 

 

La energía absoluta del monómero aislado es –325.7713 unidades 

atómicas al nivel B3LYP/6-311+G**//B3LYP/6-31G*. 

 

La búsqueda conformacional efectuada dio lugar a la localización de 

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

figura 4.12. 

 

             
             v1                                                     v2 

 

          v3 

Figura 4.12.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA-VPY 

localizados. 

Átomo de O 
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Átomo de N 

Átomo de H 
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A. Energías electrónicas de estabilización 

 

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

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

 

Tabla 4.13.- Energías electrónicas de los tres complejos HVA-VPY más 

estables. 

 

El complejo HVA-VPY más estable, v1, presenta un puente de 

hidrógeno entre el hidrógeno ácido del HVA y el nitrógeno piridínico de la 

molécula de VPY, y está favorecido por el puente de hidrógeno 

intramolecular en el HVA. Su estabilización es de 10.0 kcal/mol. v3 es 

análogo a v1, aunque menos estable (4.7 kcal/mol) porque la molécula de 

HVA no posee en este caso la estabilización adicional del puente de 

hidrógeno intramolecular. En v2 la interacción entre ambas moléculas se 

produce a través del hidrógeno hidroxílico del HVA y el nitrógeno piridínico 

de VPY, siendo su energía de estabilización de 5.0 kcal/mol. 

Dada la marcada basicidad de VPY, se intentó localizar un complejo 

en el que el hidrógeno ácido del HVA hubiese sido transferido al nitrógeno 

piridínico, pero todas las búsquedas condujeron finalmente a los 

complejos de la figura 4.12. 

 

Estructuras 

 

Energía electrónica 

absoluta (u.a.) 

Energía de punto 

cero (kcal/mol)

Δ(Ee+ZPVE) 

(kcal/mol) 

HVA -650.0744 113.9  

VPY -325.7713 76.6  

HVA+VPY -975.8457 190.4 0.0 

v1 -975.8630 191.3 -10.0 

v2 -975.8547 191.1 -5.0 

v3 -975.8538 191.8 -4.7 
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B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 

El estudio termodinámico estadístico realizado a los complejos HVA-

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

 

Tabla 4.14.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-VPY. 

 

Estructuras 
ΔH 

(kcal/mol)

TΔS 

(kcal/mol)

ΔG(gas) 

(kcal/mol)

HVA+VPY 0 0 0 

v1 -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 entropía hace que 

ningún complejo se forme espontáneamente en fase gas.  

 

C. Influencia de los disolventes en la estabilización de los 

complejos HVA-VPY 

 

Las energías relativas de estabilización 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.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-VPY 

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

 

 

Exceptuando el caso del agua, la inclusión del disolvente favorece la 

formación de los complejos HVA-VPY. Para v1 y v3, el tolueno es el 

disolvente que conduce a una mayor estabilización, mientras que v2 es 

más estable en acetonitrilo.  

 

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

molécula molde (HVA) y el monómero (VPY)  

 

Como en apartados anteriores, se estudia la inclusión de dos 

moléculas de agua en el cálculo. Los complejos resultantes se presentan 

en la figura 4.13. 

    

Figura 4.13.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables para 

VPY y HVA interaccionando con dímeros de agua. 

Estructuras

ΔG 

Tolueno 

(kcal/mol) 

ΔG 

Cloroformo

(kcal/mol) 

ΔG 

Dicloro 

(kcal/mol)

ΔG 

Acetonitrilo 

(kcal/mol) 

ΔG 

agua 

(kcal/mol)

HVA+VPY 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

v1 -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 

Átomo de C

Átomo de N
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Átomo de O



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

 64 
 

La estabilidad de estos dos complejos se compara con la obtenida 

con v1, el complejo HVA-VPY más estable. En la tabla 4.16 se resumen los 

datos obtenidos. 

 

Tabla 4.16.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

dímero H2O, VPY-dímero H2O y HVA-VPY en agua. 

 

Estructuras 
ΔG agua 

(kcal/mol)

HVA-dímero H2O -7.6 

VPY-dímero H2O -9.3 

HVA-VPY (v1) 0.6 

 

A la vista de los resultados, el agua compite con el HVA por los sitios 

de unión de la molécula de VPY, es decir, el monómero VPY tiene mayor 

tendencia a interaccionar con el agua que con el HVA. Por lo tanto puede 

explicarse que la formación del complejo HVA-VPY en agua (+0.6 

kcal/mol) sea más 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 polímero molecularmente impreso con VPY y HVA, puesto que 

tiende a formar puentes de hidrógeno muy estables con el monómero y 

con la molécula molde. 
 

4.2.6.- Selección del mejor monómero 

 

Uno de los principales objetivos del presente trabajo es la selección 

del monómero funcional que da lugar a la mayor interacción con la 

molécula molde HVA.  
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Después de localizar los complejos más estables formados con los 

cuatro monómeros considerados, MAA, VPY, TFMAA y MA, estamos en 

condiciones de comparar sus energías libres de estabilización en distintos 

disolventes.  

Dada la dificultad encontrada a posteriori para sintetizar polímeros 

impresos con estos cuatro monómeros en los disolventes que arrojaron los 

peores resultados y usarlos en la validación del método computacional, se 

amplió el cálculo a un sexto disolvente, el dimetilsulfóxido (DMSO) que sí 

permitía la disolución de los monómeros y la molécula molde. Este 

disolvente tiene una constante dieléctrica de ε=46.7, superior a la del 

acetonitrilo (ε=36.6) pero muy inferior a la del agua (ε=80.1). Como se 

puede ver en la tabla 4.17, las energías de estabilización en este 

disolvente son más altas que las obtenidas en agua, y del orden de las 

calculadas para en los disolventes de diclorometano o acetonitrilo. 

 

Tabla 4.17.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

TFMAA, HVA-MAA, HVA-MA y HVA-VPY más estables en los disolventes 

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

 

Estructuras 

ΔG 

Tolueno 

(kcal/mol) 

ΔG   

Clorof 

(kcal/mol)

ΔG 

Dicloro 

(kcal/mol)

ΔG 

Aceto 

(kcal/mol)

ΔG 

Agua 

(kcal/mol) 

ΔG 

DMSO 

(kcal/mol)

HVA-TFMAA 
(t1) -17.1 -15.4 -14.2 -14.7 -6.9 -13.9 

HVA-MAA  
(m1) -12.5 -10.9 -9.8 -10.3 -2.8 -9.5 

HVA-MA  
(ma1) -11.7 -10.4 -6.2 -9.8 -3.1 -6.3 

HVA-VPY 
(v1) -6.6 -6.6 -5.6 -4.5 0.6 -5.5 
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Considerando el disolvente más favorable, tolueno, se encuentra que 

el complejo más estable es HVA-TFMAA, t1, con una energía de 

estabilización de 17.1 kcal/mol, seguido del complejo HVA-MAA (12.5 

kcal/mol).  

Por tanto, los cálculos teóricos realizados en este trabajo indican que 

el monómero funcional óptimo que da lugar a interacciones más 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 monómeros funcionales estudiados. Otra situación 

que podría presentarse en el sistema real es que dos moléculas de un 

mismo mónomero interaccionasen con una molécula de HVA. Esto sería 

muy deseable, puesto que de esta forma el receptor final tendría dos 

puntos de anclaje, lo que favorecería la selectividad. Para explorar esta 

posibilidad, se realizó una búsqueda conformacional incluyendo tres 

moléculas en cada complejo, dos de monómero y una de molde. Los 

complejos más estables localizados para TFMAA, MA, MAA y VPY se 

muestran en la figura 4.14.  
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                          t1-2                                      ma1-2 

 

                         m1-2                                    v1-2 

 

Figura 4.14.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por una molécula de HVA y dos moléculas de monómero 

funcional TFMAA (t1-2), MA (ma1-2), MAA (m1-2) y VPY (v1-2). 

 

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

estudios que se detallan a continuación. 

Átomo de H
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A. Energías electrónicas de estabilización 

 

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

complejos t1-2, ma1-2, m1-2 y v1-2. 

 

Tabla 4.18.- Energías electrónicas de los complejos HVA-2TFMAA, HVA-

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

 

Los complejos optimizados muestran que las dos moléculas de 

monómero interaccionan simultáneamente con la molécula molde, pero no 

interaccionan entre sí. Todos los complejos recogidos en la tabla son 

resultado de la combinación de los complejos 1-1 más estables que 

implican sitios de unión compatibles. t1-2 es la combinación de los 

complejos t1 y t3 (figura 4.3), y ocurre de forma análoga para el resto de 

monómeros.  

Se observa que las energías de estabilización de los complejos con 

dos moléculas de monómero son aproximadamente la suma de las 

energías de los complejos 1-1 que los describen. Siguiendo esta pauta y 

con una estabilización menor, podrían formarse otros complejos 1-2 cuya 

Estructuras 
Energía electrónica 

absoluta (u.a.) 

Energía de punto 

cero (kcal/mol)

Δ(Ee+ZPVE) 

(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 

ma1-2 -1223.5178 251.6 -19.6 

HVA+2MAA -1263.2365 234.2 0.0 

m1-2 -1263.2750 236.3 -22.1 

HVA+2VPY -1301.6169 267.0 0.0 

v1-2 -1301.6426 268.6 -14.6 
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geometría sería la combinación de dos complejos 1-1 que impliquen 

distinto grupo funcional en el HVA y cuya energía electrónica de 

estabilización podría obtenerse aproximadamente por adición de las 

energías individuales de cada complejo. 

 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 
El estudio termodinámico estadístico realizado para los complejos  

t1-2, ma1-2, m1-2 y v1-2 condujo a los resultados de la tabla 4.19 

para la fase gas. 

 

Tabla 4.19.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos t1-2, ma1-2, 

m1-2 y v1-2. 

 

La variación de energía de Gibbs en fase gas indica que t1-2 y    

m1-2 se formarían espontáneamente en fase gas, mientras ma1-2 y  

v1-2 no se formarían. 

 

Estructuras 
ΔH 

(kcal/mol) 

TΔS 

(kcal/mol) 

ΔG(gas) 

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 

ma1-2 -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 

v1-2 -13.5 -19.2 5.8 
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C. Influencia del disolvente en la estabilización de los 

complejos 1-2  

 

Las energías relativas de estabilización de los complejos 1-2 respecto 

de las moléculas separadas en los disolventes estudiados se recogen en la 

tabla 4.20. 

 

Tabla 4.20.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

2TFMAA, HVA-2MA, HVA-2MAA y HVA-2VPY más estables en los 

disolventes tolueno, cloroformo, acetonitrilo, diclorometano, agua y 

DMSO.  

 

 

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

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

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

 

Con los monómeros ácidos y 2-metacrilamida la energía de 

estabilización que producen los distintos disolventes sigue la tendencia: 

Estructuras 

ΔG 

Tolueno 

(kcal/mol) 

ΔG 

Clorof 

(kcal/mol)

ΔG  

Aceto 

(kcal/mol)

ΔG 

 Dicloro 

(kcal/mol)

ΔG 

Agua 

(kcal/mol) 

ΔG 

DMSO 

(kcal/mol)

HVA+ 
2TFMAA 0.0 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 

ma1-2 -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 

m1-2 -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 

v1-2 -10.6 -9.6 -9.9 -8.1 -4.4 -8.0 
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tolueno>cloroformo>acetonitrilo>diclorometano>dimetilsulfóxido>agua 

 

Y con el monómero básico, 4-vinilpiridina: 

 

tolueno>acetonitrilo>cloroformo>diclorometano>dimetilsulfóxido>agua 

 

Es de resaltar además, que en contra de lo que cabría esperar 

basándose en la mera intuición química, los monómeros ácidos como 

TFMAA (seguido de MAA) producen una estabilización mayor que un 

monómero básico como VPY en su interacción con una molécula molde de 

carácter ácido, como el HVA. Esto parece indicar que la formación de 

puentes de hidrógeno es en este caso la interacción predominante en la 

formación del aducto de prepolimerización. 

 
4.2.8.- Interacciones HVA-EGDMA 

 

Experimentalmente el polímero impreso se forma con la participación 

de la molécula molde, el monómero funcional, el disolvente porogénico y 

un exceso de entrecruzador. Sería interesante saber desde el punto de 

vista teórico cuál es la energía de interacción entre la molécula molde y 

una molécula del entrecruzador etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) para 

saber si este último compite con los monómeros por los sitios de unión de 

la molécula molde.  

 

Se han localizado tres complejos formados por una molécula de HVA 

y otra de EGDMA cuyas geometrías optimizadas se muestran en la figura 

4.15. 
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Figura 4.15.- Geometrías optimizadas de los complejos HVA-EGDMA 

localizados. 

A. Energías electrónicas de estabilización 

 

La tabla 4.21 recoge las energías electrónicas de estabilización de los 

tres complejos HVA-EGDMA localizados corregidas con la energía de punto 

cero. 

e2

e3 

e1

Átomo de H 

Átomo de O 

Átomo de C 



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

 73 

 

Tabla 4.21.- Energías electrónicas de los complejos HVA-EGDMA más 

estables. 

Estructuras 
Energía electrónica 

absoluta (u.a.) 

Energía de punto 

cero (kcal/mol) 

Δ(Ee+ZPVE) 

(kcal/mol) 

HVA -650.0744 113.9  

EGDMA -690.5808 143.6  

HVA+EGDMA -1340.6552 257.5 0.0 

e1 -1340.6675 258.6 -6.7 

e2 -1340.6651 258.7 -5.1 

e3 -1340.6604 258.5 -2.3 

 

En el complejo más estable, e1, ambas moléculas interaccionan 

mediante el hidrógeno ácido del HVA y uno de los oxígenos carbonílicos 

del EGDMA, quedando el resto carbonado del entrecruzador alejado del 

HVA. En el complejo e2, el puente de hidrógeno se establece entre los 

mismos átomos, pero ahora el entrecruzador tiene su resto carbonado 

próximo al HVA.  

La energía electrónica de estabilización del complejo HVA-EGDMA más 

estable, 6.7 kcal/mol, es inferior a la de los complejos t1, ma1, m1 y v1, 

por lo que se puede deducir que el grupo ácido del HVA interaccionará 

preferentemente con cualquiera de los monómeros considerados en este 

trabajo antes que con el EGDMA. Por otra parte, la energía de 

estabilización 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 ma6 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 estabilización producida por los 

monómeros funcionales es superior a la que ocasiona el entrecruzador. 
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B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 

El estudio termodinámico estadístico realizado para los complejos 

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

  

Tabla 4.22.- ΔH, TΔS y ΔG en fase gas de los complejos HVA-EGDMA. 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez más, la importante desestabilización producida por la 

entropía hace que ninguno de los complejos se forme espontáneamente 

en fase gas. 

 

C. Influencia de los disolventes en la estabilización de los 

complejos HVA y EGDMA 

 

En la tabla 4.23 se presentan las energías de Gibbs de estabilización 

en tolueno, cloroformo y acetonitrilo de los complejos HVA-EGDMA. 

Estructuras 
ΔH 

(kcal/mol)

T.ΔS 

(kcal/mol)

ΔG(gas) 

(kcal/mol) 

HVA+EGDMA 0.0 0.0 0.0 

e1 -6.2 -9.1 2.9 

e2 -4.7 -12.4 7.7 

e3 -1.8 -12.2 10.3 
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Tabla 4.23.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos HVA-

EGDMA en los disolventes tolueno, cloroformo y acetonitrilo. 

Estructuras 

ΔG 

Cloroformo  

(kcal/mol)

ΔG 

Tolueno 

(kcal/mol)

ΔG 

Acetonitrilo 

(kcal/mol) 

HVA+EGDMA 0.0 0.0 0.0 

e1 -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, únicamente la formación del 

complejo e1 sería espontánea en los tres disolventes considerados. El 

tolueno es el disolvente que más estabiliza este complejo (4.9 kcal/mol), 

pero siempre menos que a t1 (17.1 kcal/mol), m1 (12.5 kcal/mol), ma1 

(11.7 kcal/mol), y a v1 (6.6 kcal/mol). Así, el HVA interaccionará 

preferentemente con cualquiera de los monómeros en lugar de hacerlo 

con el EGDMA. 

4.2.9.- Energía de interacción entre monómero funcional, 

molécula molde y disolvente. Aplicación a la selección 

del disolvente de lavado y de incubación. 

 
El polímero impreso sintetizado de acuerdo con las predicciones 

teóricas basadas en el cálculo computacional será utilizado como elemento 

de reconocimiento en un sensor voltamétrico.  

 

El protocolo de trabajo implica realizar la extracción inicial de la 

molécula molde en un disolvente adecuado, continuando después con una 

etapa de incubación 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 unión, de 

manera que pueda difundir hacia la superficie electródica donde se realiza 
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el intercambio de electrones que permite su detección. Es necesario, por 

tanto, una cuidadosa optimización del medio de medida. Por tanto, para 

realizar la extracción o la medida, el disolvente empleado debe tener 

afinidad, bien sea por la molécula molde, o bien por el monómero 

funcional, de forma que su interacción compita con la interacción molécula 

molde-monómero funcional del sitio de unión. Sin embargo, para enlazar 

la molécula molde al sitio de unión se requiere lo contrario, es decir, que 

el disolvente no compita con la interacción anteriormente citada y 

favorecer la unión deseada. En consecuencia, como disolvente de 

incubación sería apropiado usar el encontrado como óptimo en el proceso 

de minimización de la energía de estabilización del aducto (tolueno en 

este caso).  

 

La selección de estos tres medios: lavado o extracción, incubación y 

medida puede ser asistida por datos teóricos calculados mediante el 

método computacional desarrollado. Para evaluar este efecto se estudia la 

interacción de HVA y TFMAA con seis especies químicas como posibles 

medios de operación: agua, ácido acético, acetato, ácido cítrico, citrato y 

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

 

Tablas 4.24 y 4.25.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 

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

Estructuras ΔG gas (kcal/mol) ΔG 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-cítrico -8.7 -3.7 

HVA-citrato -2.3 +22.5 

HVA-agua +2.5 +0.3 
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Estructuras ΔG gas (kcal/mol) ΔG 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-cítrico -7.8 -7.5 

TFMAA-citrato -31.2 -14.3 

TFMAA-agua -3.0 -5.8 

 

Únicamente el ácido acético y el ácido cítrico forman un complejo 

estable con el HVA en disolución. Sin embargo, las energías de 

estabilización son en los dos casos inferiores al complejo HVA-TFMAA por 

lo que difícilmente puede competir con el HVA por el sitio de unión al 

polímero. Por otro lado, para el TFMAA, las energías de estabilización de 

sus complejos con el ácido acético, el acido cítrico y sus bases conjugadas, 

son superiores a las del complejo HVA-TFMAA, desplazando al HVA del 

sitio de unión. Esto se traduce en que teóricamente estos cuatro 

disolventes, o mejor aún, disoluciones reguladoras ácido acético/acetato o 

ácido cítrico/citrato serían los medios óptimos para el lavado del MIP y 

para la medida voltamperométrica en disolución.  

El lavado, aunque teóricamente podría realizarse en el mismo medio 

acuoso, en la práctica, requiere de un elevado porcentaje de disolvente 

orgánico, por un lado, para evitar la deshidratación y el resquebrajamiento 

de la membrana polimérica y favorecer la humectabilidad de este material 

altamente hidrofóbico, y por otro, para disolver los productos de oxidación 

del HVA. 
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4.3.- Predicciones teóricas 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 cálculo de las energías de estabilización de los aductos 

formados por el mejor monómero funcional encontrado y los análogos 

estructurales seleccionados para estudiar de forma teórica la naturaleza 

de la interacción en el medio de incubación óptimo (tolueno). De esta 

manera, se podrían utilizar estas energías de interacción para predecir el 

grado de reactividad cruzada si dichos compuestos están presentes en la 

matriz de la muestra. Se han seleccionado para este estudio tanto 

análogos estructurales con carácter ácido como compuestos con funciones 

nitrogenadas (de carácter básico). El procedimiento de cálculo de la 

energía es el mismo que se ha seguido para la predicción del mejor 

monómero funcional (sección 4.2). 

 

4.3.1.- Reactividad cruzada con análogos estructurales de 

carácter ácido 

 

Se han modelizado los posibles complejos que puede formar el 

TFMAA con análogos estructurales al HVA de carácter ácido, como el ácido 

3-hidroxi-4-metoxifenilacético o ácido isohomovaníllico (IHVA), ácido 4-

hidroxi-3-metoximandélico o ácido vanillilmandélico (VMA), ácido 3-

hidroxi-4-metoximandélico o ácido isovanillilmandélico (IVMA), 4-hidroxi-3-

metoxifeniletanol o alcohol homovaníllico (MHPE) y ácido indolacético 

(IAA). Sus estructuras se presentan a continuación en la figura 4.16. 
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Figura 4.16.- Estructuras de las moléculas de prueba de carácter ácido 

para la evaluación de la interacción con el monómero funcional.  

 

Cabe destacar que únicamente IVMA es un compuesto exógeno, por 

lo que no se espera que esté presente en la matriz de las muestras de 

orina. IHVA, VMA, MHPE son especies endógenas, pertenecientes igual 

que el HVA a la familia de los metabolitos de catecolaminas. Por último, 

IAA es un metabolito de la serotonina, y como las moléculas anteriores, 

también endógeno. Esta consideración es importante tenerla en cuenta 

cuando se estudie la respuesta del sensor en orina. 
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Para realizar una primera aproximación a la caracterización DFT de la 

selectividad del polímero, se calculó la estabilidad de los complejos 1-1 

entre el monómero TFMAA y las moléculas anteriores. Se introdujo como 

disolvente el tolueno, que resultó ser el más favorable para HVA.  

 

4.3.1.1.- Interacciones 1-1  

 

Las geometrías de los complejos 1-1 más estables entre TFMAA y las 

moléculas de prueba anteriores se presentan en la figura 4.17. 

 

 

 

 

                      

 

TFMAA-HVA TFMAA-IHVA

TFMAA-IVMA TFMAA-VMA
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                                                           TFMAA-IAA  
 

Figura 4.17.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por una molécula de monómero funcional TFMAA y una 

molécula de HVA, IHVA, VMA, IVMA, MHPE e IAA, respectivamente. 

 

A. Energías electrónicas de estabilización 

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

complejos 1-1 TFMAA-molécula interferente.  

 

Tabla 4.26.- Energías electrónicas de los complejos 1-1 TFMAA-molécula 

de prueba más estables. 

Estructuras 
Energía 

electrónica 

absoluta (u.a.) 

Energía de 

punto cero 

(kcal/mol) 

Δ(Ee+ZPVE) 

(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 

TFMAA-MHPE 

Átomo de H

Átomo de O

Átomo de C

Átomo de N

Átomo de F
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Los complejos TFMAA-IHVA, TFMAA-VMA, TFMAA-IVMA y TFMAA-

IAA poseen una energía electrónica 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 cabría esperar, los cuatro complejos poseen energías 

electrónicas similares debido a que forman un doble puente de hidrógeno 

entre los grupos ácido de ambas moléculas.  

En cuanto al complejo TFMAA-MHPE, posee una energía electrónica 

relativa de 13.7 kcal/mol, muy inferior a la de los complejos discutidos 

anteriormente. Esto es debido a que el MHPE sólo podría formar un 

puente de hidrógeno con el monómero funcional, a diferencia de los 

complejos anteriores, ya que en su estructura tiene un hidroxilo en lugar 

de un grupo carboxilo terminal. 

 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 
El estudio termodinámico estadístico realizado para los complejos 1-1 

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

 

Tabla 4.27.- ΔH, TΔS y ΔG de los complejos 1-1 TFMAA-molécula de 

prueba más estables en fase gas. 

 

 

 

 

 

Estructuras 
ΔH 

(kcal/mol)

TΔS 

(kcal/mol) 

ΔG gas 

(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 entalpías 

relativas tienen valores próximos a las energías electrónicas relativas, lo 

cual indica que éstas últimas son las que más contribuyen a la variación 

de la entalpía. El factor entrópico es siempre desfavorable debido a que la 

entropía 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 espontáneamente todos los complejos citados en 

fase gas. 

 

C. Influencia del disolvente en la estabilización de los 

complejos 1-1 

 
Las energías de Gibbs de estabilización para los complejos 

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

 

Tabla 4.28.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 1-1 

TFMAA-molécula de prueba más estables en tolueno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estructuras 
ΔG 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 más 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 ocurría para la fase gas, el complejo 

TFMAA-MHPE en tolueno es visiblemente más desfavorable comparado 

con los tres complejos anteriores.  

 

A modo de resumen se podría concluir que tanto VMA como IVMA, 

IHVA e IAA forman complejos 1-1 de estabilidad similar al HVA tanto en 

fase gas como en disolución, lo que implica que interferirán fuertemente 

en la determinación del HVA en estas condiciones de operación. Sin 

embargo, también se puede observar que el MHPE forma complejos poco 

estables con el monómero funcional. La explicación 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 hidrógeno con el monómero funcional en lugar del doble 

puente que forman los complejos anteriores. 

 

A la vista de estos resultados teóricos, la sustitución del grupo ácido 

del HVA por un grupo hidroxilo modifica drásticamente la estabilidad de 

los complejos formados o, dicho de otro modo, la formación del doble 

puente de hidrógeno entre el monómero funcional y la molécula de 

prueba es la interacción que domina el enlace.  
 

4.3.1.2.- Interacciones 1-2 

 
Las geometrías de los complejos 1-2 más estables entre TFMAA y las 

moléculas de prueba anteriores se muestran en la figura 4.18.
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HVA-2TFMAA                         IHVA-2TFMAA               VMA-2TFMAA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
IVMA-2TFMAA                       MHPE-2TFMAA               IAA-2TFMAA 
 

Figura 4.18.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por dos moléculas de monómero funcional TFMAA y una 

molécula de HVA, IHVA, VMA, IVMA, MHPE e IAA, respectivamente. 
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A. Energías electrónicas de estabilización 

 

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

complejos 1-2 molécula de prueba-TFMAA. 

 

Tabla 4.29.- Energías electrónicas de los complejos 1-2 molécula de 

prueba-TFMAA más estables. 

 

De forma análoga 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. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 

El estudio termodinámico estadístico realizado para los complejos 1-2 

anteriores condujo a los resultados de la tabla 4.30 para la fase gas. 

Estructuras 
Energía 

electrónica 

absoluta (u.a.) 

Energía de 

punto cero 

(kcal/mol) 

Δ(Ee+ZPVE) 

(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 
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Tabla 4.30.- ΔH, TΔS y ΔG de los complejos 1-2 molécula de prueba-

TFMAA más estables en fase gas. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Como en apartados precedentes, el factor entrópico es siempre 

desfavorable debido a que la entropía de los complejos es inferior al de las 

moléculas que lo componen de forma separada. Sin embargo, en este 

caso, la importante desestabilización producida por la entropía no impide 

el que se formen espontáneamente todos los complejos citados en fase 

gas. 

 

C. Influencia del disolvente en la estabilización de los 

complejos 1-2    

 

Las energías de Gibbs de estabilización para los complejos 1-2 

molécula de prueba-TFMAA en tolueno se muestran en la tabla 4.31.

Estructuras 
ΔH 

(kcal/mol)

TΔS 

(kcal/mol)

ΔG gas 

(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 
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Tabla 4.31.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 1-2 

molécula de prueba-TFMAA más estables en tolueno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nuevamente, el tolueno es el disolvente más 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 más estables son los 

constituidos por IAA e IHVA, ya que forman con los monómeros 

funcionales dos puentes de hidrógeno dobles, al igual que ocurre con 

HVA. El complejo con MHPE continúa siendo el más 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 hidrógeno de los grupos carboxilo de ambas moléculas, en mayor 

medida que la interacción a través de los grupos metóxido e hidroxilo en 

posiciones 3 y 4 respectivamente.  

 

4.3.2.- Reactividad cruzada con compuestos de carácter básico 
 

En el estudio anterior se analizó la interacción con moléculas 

estructuralmente muy semejantes a la molécula molde. Puesto que el 

ácido homovaníllico se determina fundamentalmente en orina, se 

Estructuras 
ΔG tolueno 

(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 
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realizaron cálculos con otros compuestos presentes en la matriz que 

puedan interferir potencialmente en su determinación 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. 
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Figura 4.19.- Estructuras de moléculas de carácter básico potencialmente 

interferentes del HVA. 
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4.3.2.1.- Interacciones 1-1  

 

Las geometrías de los complejos 1-1 más estables entre TFMAA y las 

moléculas anteriores se muestran en la figura 4.20. 

    

 

 

          TFMAA-D               TFMAA-E               TFMAA-NE 

 

  

          TFMAA-M                TFMAA-NM           

 

Figura 4.20.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por una molécula de monómero funcional TFMAA y una 

molécula de dopamina, epinefrina, norepinefrina, metanefrina y 

normetanefrina, respectivamente. 

Átomo de H 

Átomo de O 

Átomo de C 

Átomo de N 

Átomo de F 



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

 91 

A. Energías electrónicas de estabilización 

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

complejos 1-1 TFMAA-molécula interferente. 

 

Tabla 4.32.- Energías electrónicas de los complejos 1-1 TFMAA-molécula 

interferente más estables. 

 

El complejo TFMAA-E tiene una energía electrónica elevada (19 

kcal/mol) ya que, al igual que el HVA, forma un doble puente de 

hidrógeno entre el grupo hidroxilo de la molécula de epinefrina y el grupo 

ácido del TFMAA. El resto de los complejos poseen una energía electrónica 

relativa muy inferior ya que únicamente pueden formar un puente de 

hidrógeno. 

 

B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 

El estudio termodinámico estadístico realizado para los complejos 1-1 

anteriores condujo a los siguientes resultados para la fase gas. 

Estructuras 
Energía 

electrónica 

absoluta (u.a.)

Energía de 

punto cero 

(kcal/mol) 

Δ(Ee+ZPVE) 

(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 
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Tabla 4.33.- ΔH, TΔS y ΔG de los complejos 1-1 TFMAA-molécula 

interferente más estables en fase gas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A la vista de los resultados, y aunque todos los complejos 1-1 

estudiados se formarían espontáneamente en fase gas, ninguno de ellos 

podría competir con el HVA por los sitios de unión al TFMAA.  

 

C. Influencia del disolvente en la estabilización de los 

complejos 1-1 

 
Las energías de Gibbs de estabilización para los complejos 

monómero-molécula interferente en tolueno se resumen en la tabla 4.34. 

 

Estructuras 
ΔH 

(kcal/mol)

TΔS 

(kcal/mol)

ΔG gas 

(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 
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Tabla 4.34.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 1-1 

TFMAA-molécula interferente más estables en tolueno. 

 

 

 

 

 

 

 

El tolueno, disolvente más 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 geometrías de los complejos 1-2 molécula interferente-TFMAA 

más estables se presentan en la figura 4.21. 

 

                        

 

           D-2TFMAA                                                    E-2TFMAA  

Estructuras ΔG tolueno 

(kcal/mol) 

TFMAA-HVA -17.1 

TFMAA-D -13.0 

TFMAA-E -15.4 

TFMAA-NE -14.9 

TFMAA-M -11.3 

TFMAA-NM -11.5 
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    NE-2TFMAA 

 

 

    M-2TFMAA                                         NM-2TFMAA           

 

Figura 4.21.- Geometrías optimizadas de los complejos más estables 

formados por dos moléculas de monómero funcional TFMAA y una 

molécula de dopamina, epinefrina, norepinefrina, metanefrina y 

normetanefrina, respectivamente. 

 

A. Energías electrónicas de estabilización 

 

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

complejos 1-2 molécula interferente-TFMAA. 

 

Átomo de H 

Átomo de O 

Átomo de C 

Átomo de N 

Átomo de F 
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Tabla 4.35.- Energías electrónicas de los complejos 1-2 molécula 

interferente-TFMAA más estables. 

 

Fijándonos exclusivamente en la energía de estabilización electrónica, 

únicamente el complejo E-2TFMAA posee una energía electrónica relativa 

superior al complejo formado con HVA, ya que en este caso se forma por 

un lado, un doble puente de hidrógeno entre el grupo ácido de un TFMAA 

y los grupos hidroxilo de la epinefrina, y por otro, un puente de hidrógeno 

sencillo entre el átomo de hidrógeno de la otra molécula de TFMAA y el 

átomo de nitrógeno del grupo amino de la epinefrina, una conformación 

similar a la obtenida con HVA. El resto de moléculas estudiadas presentan 

igualmente un doble puente de hidrógeno y un puente de hidrógeno 

sencillo entre los grupos funcionales de la molécula y los monómeros 

funcionales, sin embargo forman complejos ligeramente menos estables 

en fase gas.  

 

Estructuras 
Energía 

electrónica 

absoluta (u.a.)

Energía de punto 

cero (kcal/mol) 

Δ(Ee+ZPVE) 

(kcal/mol) 

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 
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B. Entalpía, entropía y energía de Gibbs de estabilización en 

fase gas 

 

El estudio termodinámico estadístico realizado para los complejos 1-2 

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

 

Tabla 4.36.- ΔH, TΔS y ΔG de los complejos 1-2 molécula interferente-

TFMAA más estables en fase gas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aunque todos los complejos 1-2 estudiados se formarían 

espontáneamente en fase gas, únicamente la epinefrina podría competir 

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

 

C. Influencia del disolvente en la estabilización de los 

complejos 1-2 

 
Las energías de Gibbs de estabilización para los complejos 

monómero-molécula potencialmente interferente en tolueno se detallan en 

la tabla 4.37. 

Estructuras 
ΔH 

(kcal/mol)

TΔS 

(kcal/mol)

ΔG gas 

(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 



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

 97 

Tabla 4.37.- Energías de Gibbs de estabilización de los complejos 1-2 

molécula interferente-TFMAA más estables en tolueno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El tolueno, disolvente más 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 conclusión, 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 unión al polímero en 

tolueno.  

 

Estructuras 
ΔG tolueno 

(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 
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Capítulo 5 
 
 

Instrumentación, reactivos y 
procedimientos experimentales 
 

5.1.- Instrumentación 

 

Las técnicas voltamétricas empleadas fueron: voltametría diferencial 

de pulso (DPV), voltametría cíclica (CV) y amperometría. Se desarrollaron 

empleando un potenciostato µ-Autolab II (Eco CHEMIE, B. V. Utrech, The 

Netherlands), con un montaje potenciostático convencional de tres 

electrodos. 

 

5.1.1.- Electrodos de trabajo 

 

Electrodo de carbono vitrificado (GCE): Para la construcción de 

sensores basados en polímeros molecularmente impresos se empleó un 

electrodo de carbono vitrificado de 3 mm de diámetro Metrohm 

(Gomensoro S.A, Madrid), modificado con una fina película de polímero 

acrílico molecularmente impreso para HVA. La preparación 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 unión se utilizó un electrodo de 

pasta de carbono de 3 mm de diámetro diseñado en nuestro laboratorio 

con cuerpo de teflón y contacto tipo pistón de acero inoxidable. Con este 

electrodo de fabricación manual se llevaron a cabo todas las medidas 

voltamétricas. 

 

Composición de la pasta de carbono: Se empleó una pasta de carbono y 

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

1.8 mL de aceite de parafina (Fluka). 

 

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

y 1 mm de diámetro. 

 

Electrodo de referencia: Se empleó un electrodo de plata / cloruro de 

plata en disolución saturada de cloruro potásico, por tanto, todos los 

potenciales que aparecen en este trabajo están referidos a dicho 

electrodo. 

 

5.1.2.- Instrumentación utilizada en la preparación de sensores 

voltamétricos basados en MIPs 

 

Para realizar la polimerización se empleó una cámara estanca 

diseñada en el laboratorio (ver figura 5.1) que consta de una entrada y 

salida de nitrógeno para que la polimerización se realice en ausencia de 

oxígeno y un encamisado de acero inoxidable conectado a un criostato de 

circulación Selecta “Frigiterm–30” que permite mantener la mezcla de 

polimerización a una temperatura inferior a 4ºC (la temperatura de trabajo 

fue de 2.1ºC). El diseño se completa con un rotor de velocidad controlada 

con entrada a la cámara termostatizada y sobre el que se sitúa un 

electrodo de carbono vitrificado. Una alícuota de la mezcla de 
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prepolimerización se deposita sobre la superficie del electrodo y tras un 

breve tiempo de exposición a radiación ultravioleta (UV) -previamente 

optimizado- se aplica una velocidad de rotación de 3000 rpm durante 5 

segundos. El exceso de mezcla precursora de la polimerización se elimina, 

dejando una capa fina sobre la que se continúa la polimerización 

fotoquímica durante 30 minutos con una lámpara UV (Vilmer Lourmat, VL-

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

 

                                                                                                                                                                
 

Figura 5.1.- (a) Imagen de la cámara de polimerización con el criostato y 

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

 

Para llevar a cabo el lavado e incubación del polímero en ensayos de 

unión se utilizaron un agitador basculante Selecta “Movil-Tub” Ref. 

7000913 y una centrífuga P Selecta CENCOM. 

 

La evaporación a sequedad de los extractos de orina se realizó con 

un termostato de bloque metálico Tembloc Selecta. 

 

La determinación de áreas superficiales, coeficientes de difusión y 

permeabilidades para electrodos sin modificar o modificados con polímero 

molecularmente impreso (MIPE) y con polímero no impreso (NIPE) se 

realizó con un electrodo de carbono vitrificado de 3 mm de diámetro 

Cámara 
termostatizada y 
bajo atmósfera 
inerte 
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de gas 

Entrada 
de gas 
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conectado 
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acoplado a un disco rotatorio Metrohm 628-10 con velocidad de rotación 

controlada desde 500 hasta 3000 rpm.  

Estos experimentos requieren un estricto control de la temperatura, 

por lo que las medidas electroquímicas se realizaron en una celda 

termostatizada conectada a un termostato de circulación HAAKE DC1. 

 

Para las medidas de espesor de las capas poliméricas se empleó un 

microscopio óptico automatizado Leica DMR-XA procedente de los 

Servicios Científico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.  

Previamente, es necesario despegar las membranas de polímero 

adheridas sobre el electrodo de carbono vitrificado y embutirlas en una 

mezcla de resina epoxi y endurecedor, transparente al microscopio óptico. 

Una vez transcurridas 24 h de curado a temperatura ambiente, se 

cortaron a la mitad de su diámetro con una sierra circular de control 

numérico para su posterior análisis. 

 

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 disolución 

reguladora fue de citrato/HCl 0.1 M de pH=1.10 preparada a partir de 

citrato sódico (Merck) y ácido clorhídrico 37% (Merck). Para desoxigenar o 

evaporar a sequedad las disoluciones se hizo pasar corriente de nitrógeno, 

(N2 N45, Air Liquide, España). 

Los monómeros funcionales: ácido 2-trifluorometacrílico (TFMAA), 

ácido metacrílico (MAA), 2-metacrilamida (MA), 4-vinilpiridina (VPY); el 

agente entrecruzante: etilenglicoldimetacrilato (EGDMA); el fotoiniciador: 

2,2’-dimetoxi-2-fenilacetofenona (DPP); el iniciador térmico/fotoquímico: 
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α,α’–azoisobutironitrilo (AIBN); la molécula molde: ácido 4-hidroxi-3-

metoxifenilacético o ácido homovaníllico (HVA); las moléculas análogas a 

la molécula impresora que permitieron evaluar la selectividad del MIP: 

ácido 3-hidroxi-4-metoxifenilacético o ácido isohomovaníllico (IHVA), ácido 

4-hidroxi-3-metoximandélico o ácido vanillilmandélico, (VMA), 4-hidroxi-3-

metoxifeniletanol o alcohol homovaníllico (MHPE), ácido 3-hidroxi-4-

metoximandélico o ácido isovanillilmandélico, (IVMA); así como el cloruro 

de hexaaminrutenio (III) y el ferricianuro potásico empleados en el 

estudio electroquímico de la permeabilidad de las capas poliméricas, 

fueron suministrados por Sigma (Aldrich, España). La resina epoxi y el 

endurecedor empleados para embutir las capas de polímero fueron 

proporcionados por Buehler (Biometa Tecnología y Sistemas SAL, España), 

referencias EpoxiCure 20-8130 y 20-8132, respectivamente. Otros 

reactivos generales como cloruro sódico 99.5%, cloruro amónico 99.5%, 

hidróxido potásico 85% y ácido fosfórico 85% fueron facilitados por Sigma 

(Aldrich, España). Todos los reactivos químicos fueron de grado analítico y 

los disolventes de calidad HPLC (Fluka, España). 

 

5.3.- Procedimientos experimentales 

 

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

 
La superficie del electrodo de carbono vitrificado fue pulida con 

alúmina en un trapo de pulido metalográfico, con sucesivo decrecimiento 

de tamaño de partícula (1-0.3 µm) y las partículas sobrantes en la 

superficie fueron eliminadas por tratamiento ultrasónico en agua de 

calidad Milli-Q. A continuación, 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.- Preparación de MiPs en pequeña escala (mini-MIPs) 

 
La confirmación de las predicciones realizadas mediante cálculos DFT 

se realizó mediante la síntesis de polímeros acrílicos a escala reducida 

(mini-MIPs)106-108 en forma de pastilla o película de aproximadamente     

50 mg adherida a las paredes del vial. El empleo de este formato a 

pequeña escala permite eliminar la etapa de molienda y tamizado, por lo 

que es posible la evaluación rápida de gran número de polímeros. En 

particular, se pretende determinar con esta metodología el monómero 

funcional, disolvente y procedimiento de polimerización más adecuado. 

Se investigaron tres monómeros funcionales: ácido metacrílico 

(MAA), 2-metacrilamida (MA) y ácido 2-trifluorometacrílico (TFMAA) en 

dos disolventes porogénicos: tolueno, el disolvente óptimo según los 

cálculos teóricos y diclorometano, uno de los disolventes menos 

favorables. Asimismo se realizó también un estudio comparativo del efecto 

del iniciador de la polimerización empleando DPP y AIBN en condiciones 

térmicas y fotoquímicas.  

El procedimiento de síntesis se detalla a continuación. 

 

Se prepararon dos disoluciones madre para sintetizar el polímero 

impreso (MIP) y no impreso (NIP) a partir de 800 µl de EGDMA          

(4.24 mmol), 30.8 mg de DPP / 20 mg de AIBN (120 µmol), y 1800 µl de 

tolueno / diclorometano. Para sintetizar el MIP, a la mezcla anterior se le 

adicionó 25.5 mg de HVA (140 µmol). A partir de estas disoluciones 

madre, se tomaron 650 µl y se transfirieron a un vial con 210 µmol de 

cada uno de los tres monómeros estudiados MAA, MA y TFMAA. De esta 
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disolución, una vez homogeneizada y desgasificada 2 minutos con 

nitrógeno, se tomaron 65 µl y se llevaron a viales de 2 mL previamente 

desgasificados. Esta disolución polimerizó fotoquímicamente o 

térmicamente (65ºC), según el caso, durante aproximadamente 2 horas.  

La extracción del HVA de la matriz polimérica se llevó a cabo 

mediante lavado sucesivo con una mezcla de disolventes adecuada. En 

este trabajo se empleó una mezcla de ácido acético/metanol 1:9 v/v, uno 

de los disolventes de lavado más utilizados123-126.  

Los polímeros de control o polímeros no impresos (NIPs) fueron 

tratados del mismo modo para asegurar que los efectos observados se 

deben al proceso de impresión molecular y no al tratamiento posterior de 

éstos. La detección del HVA en el sobrenadante se realizó mediante 

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

cuando se dejó de observar señal analítica.  

 

Ensayos de unión 

 
Para evaluar las características de reconocimiento molecular de los 

polímeros acrílicos sintetizados se realizaron ensayos de unión en tolueno 

y diclorometano adicionando HVA de concentración 52 µM en la disolución 

de incubación. Las suspensiones de incubación se mantuvieron en un 

agitador basculante durante 24 horas y a continuación se centrifugaron a 

13000 rpm durante 15 minutos para analizar el líquido sobrenadante. 

Como consecuencia de la utilización de disolventes orgánicos 

inmiscibles con la reguladora utilizada como electrolito de fondo en la 

determinación voltamétrica, es necesario introducir una etapa previa de 

evaporación y reconstitución. Así, una vez realizada la incubación y 

centrifugación, se tomó una alícuota del sobrenadante y se evaporó con 
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nitrógeno a sequedad. Posteriormente se reconstituyó en un volumen 

conocido de la reguladora en la que se efectuarán las medidas 

voltamétricas (citrato/HCl 0.1 M pH=1.10) y se realizó la cuantificación de 

la especie que permanece en el líquido de incubación mediante 

voltametría diferencial de pulso, con una amplitud de 50 mV y un tiempo 

de repetición de 0.5 segundos, barriendo en un intervalo de potencial 

comprendido entre 0.6 y 0.9 V, y registrándose el pico de oxidación del 

HVA a 0.806 V. La cuantificación se realizó utilizando una recta de 

calibrado constituida con patrones puros de HVA. 

 

5.3.3.- Preparación de MIPs en forma de monolito 

 

Una vez confirmados el monómero funcional, disolvente y 

procedimiento de polimerización más favorable a partir de estudios 

realizados con mini-MIPs, se sintetizaron MIPs y NIPs en forma de 

monolito en tolueno (disolvente óptimo según cálculos DFT) y acetonitrilo, 

disolvente teóricamente 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 adsorción y comparar sus capacidades 

de reconocimiento.  

 

A continuación se expone el procedimiento de síntesis. 

 

Se preparó una disolución para MIP y NIP a partir de 21.2 mmol de 

EGDMA, 600 µmol de iniciador DPP, 7 mL de tolueno/acetonitrilo y         

4.2 mmol de monómero funcional. Para sintetizar el MIP, a la disolución 

anterior se le adicionó 700 µmol de HVA. La mezcla de polimerización se 

desgasificó con nitrógeno durante cinco minutos y fotopolimerizó durante 

toda una noche. Tras la polimerización, el sólido obtenido se molió 
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manualmente utilizando un mortero de porcelana y se tamizó con un tamiz 

analítico de 25 µm de luz de malla. La extracción del HVA de la matriz 

polimérica se llevó a cabo mediante lavado sucesivo con ácido 

acético/metanol 1:9 v/v, realizándose la detección del HVA en el 

sobrenadante mediante voltametría diferencial de pulso.  

Para determinar la existencia de sangrado del polímero (liberación 

de pequeñas cantidades de molécula molde residuales) en el disolvente de 

incubación (tolueno) se realizó previamente a la incubación un lavado en 

ese disolvente, comprobando que no se observaba señal analítica. De 

existir sangrado, los resultados que se obtendrían estarían falseados 

porque parte del analito encontrado en el sobrenadante de incubación 

correspondería al lavado del HVA en ese medio y no al ensayo 

propiamente dicho. Una vez comprobado que esto último no sucede, se 

realizaron los ensayos de incubación correspondientes. 

 

Ensayos de unión 

 
De forma análoga a los mini-MIPs, los ensayos de unión para los 

MIPs a escala normal se realizaron poniendo en contacto una determinada 

cantidad de polímero acrílico con una disolución de HVA de concentración 

fija en el disolvente de interés. La suspensión de incubación se mantuvo 

en un agitador basculante durante 24 horas, se centrifugó, se evaporó 

una alícuota del sobrenadante con nitrógeno a sequedad, y se 

reconstituyó el extracto obtenido en la disolución reguladora de medida 

(citrato/HCl 0.1 M pH=1.10). La cuantificación del HVA se realizó 

nuevamente mediante voltametría diferencial de pulso. 
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5.3.4.- Preparación de los electrodos modificados  

 

Se utilizaron electrodos de carbono vitrificado de 3 mm de diámetro 

en cuerpo de 10 mm de diámetro externo. La integración del elemento de 

reconocimiento molecular con el electrodo de carbono vitrificado que 

actúa como transductor se realizó a través de la creación de una película 

polimérica porosa sobre la superficie del electrodo siguiendo el 

procedimiento que se detalla a continuación. 

 

Mezcla de prepolimerización 

 

Se preparó una disolución de la molécula molde (0.12 mmol), el 

monómero funcional correspondiente en cada caso (0.72 mmol) y el 

entrecruzador etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) (2.88 mmol) en 250 µl del 

disolvente porogénico seleccionado. La mezcla de polimerización fue 

desaireada con nitrógeno durante un minuto en un baño de hielo antes y 

después de la adición de 23.6 mg del fotoiniciador, DPP. Se pipetearon   

10 µl de la mezcla de polimerización sobre la superficie electródica y tras 

un minuto de irradiación a 365 nm con la lámpara UV, el exceso de mezcla 

de polimerización fue eliminado por rotación a 3000 rpm. El electrodo 

modificado se dejó en la cámara de fotopolimerización en atmósfera de 

nitrógeno a 2.1ºC bajo radiación UV durante 30 minutos. 

Se preparó un electrodo de control o electrodo modificado con 

polímero 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 características de 

la impresión 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 desarrolló el siguiente protocolo de medida: 

 

1. En primer lugar, se extrajo la molécula molde de los sitios de unión 

del polímero mediante lavado del mismo en una disolución de 

dioxano con un 20% v/v de metanol durante 10 minutos. Se 

escogió este medio de lavado porque resultó ser el más eficaz para 

eliminar el HVA. 

2. A continuación se comprobó que el registro voltamétrico no 

presentaba corriente significativa al potencial característico del HVA 

de 0.85 V. 

3. Posteriormente, se procedió a reenlazar la molécula molde en una 

disolución de tolueno que contenía HVA en una concentración 

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 cuantificación se realizó en un medio exento de analito donde se 

favorezca su desprendimiento de los sitios de unión, en este caso, 

una disolución de citrato/HCl 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 sustracción de la línea base. La intensidad de corriente 

detectada bajo estas condiciones está relacionada con la 

concentración de analito presente en la etapa de enlace. 

5. El electrodo se lavó previamente para usos sucesivos en una 

disolución de dioxano con un 20% v/v de metanol al igual que en la 

etapa inicial de extracción, puesto que se encontró que este medio 

se facilitaba también la disolución de los productos de oxidación del 

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

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

con una película de polímero. 

 

La optimización de los tiempos de duración de las distintas etapas se 

describe en la sección 7.3.1 de este trabajo. 
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5.3.5.- Preparación de las muestras de orina  

 
La orina procedente de voluntarios sanos fue en realidad una mezcla 

de orinas suministradas de forma anónima 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 continuación. 

 

A. Extracción líquido-líquido para la eliminación de interferentes 

 
El procedimiento de extracción que se empleó es el que describen en 

la bibliografía Knight y Haymond127. Se adicionaron a un embudo de 

extracción 2 mL de orina, 1 g de cloruro sódico, 500 µl de ácido clorhídrico 

6 M y 2.5 mL de agua Milli-Q. La mezcla se agitó vigorosamente hasta la 

completa disolución de la sal y se añadieron 10 mL de cloroformo. Se 

realizaron tres extracciones sucesivas con 10 minutos de agitación. El 

extracto se evaporó a sequedad a una temperatura de 60ºC en un 

termostato de bloque metálico bajo nitrógeno, y se redisolvió en 1 mL de 

tolueno realizándose la incubación del sensor directamente en este 

extracto siguiendo el protocolo de medida anterior. 

 

B. Eliminación de interferentes mediante cartuchos de extracción en fase 

sólida (C18) 

 
Se aplicó un procedimiento de extracción comercial para el análisis 

de catecolaminas en orina (Strata SPE ® Phenomenex). Para ello se 

empleó un cartucho de extracción C18 de 500 mg, (Teknokroma, 

Barcelona, España). Se acondicionó tres veces sucesivas con 1 mL de 

metanol y 1 mL de cloruro amónico 0.1 M. Finalmente, se adicionó 1 mL 
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de muestra diluida al 50% con cloruro amónico 0.1 M hasta pH=8.1 (se 

ajustó el pH con KOH concentrado). A continuación se lavó tres veces 

sucesivas con 2 mL de agua desionizada y se eluyó con 2.5 mL de 

metanol/HCl 0.1 M 30:70 v/v. La fracción eluida se evaporó a sequedad a 

una temperatura de 60ºC bajo nitrógeno, y se reconstituyó en 1 mL de 

tolueno realizándose la incubación del sensor directamente en este 

extracto. 

 

C. Eliminación de interferentes mediante cartuchos de extracción en fase 

sólida con un intercambiador aniónico fuerte (SAX) 

 
El procedimiento de extracción empleado es un método comercial 

para la extracción conjunta de VMA, 3, 4-dihidroxifenilacético (DOPAC), 

IAA y HVA en orina (Isolute ®, Argonaut ®). Se utilizó un cartucho SAX de 

500 mg (Teknokroma, Barcelona, España) acondicionado previamente tres 

veces sucesivas con 0.6 mL de metanol y 1.5 mL de una disolución de 

cloruro amónico 0.1 M de pH=8.5 (se ajustó el pH con KOH concentrado). 

A continuación se adicionó 1 mL de muestra diluida al 50% con cloruro 

amónico 0.1 M hasta pH=8.1 (se ajustó el pH con KOH concentrado). Se 

lavó haciendo pasar por el cartucho 1 mL de metanol/agua 10:90 v/v tres 

veces sucesivas, y se eluyó con 1.5 mL de una mezcla metanol/ácido 

ortofosfórico 0.1 M 30:70 v/v. La fracción eluida se evaporó a sequedad 

bajo nitrógeno a 60ºC y se reconstituyó en 1 mL de tolueno, realizándose 

la incubación del electrodo de forma directa en este extracto. 
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Capítulo 6 
 
 

Evaluación de la capacidad de 
enlace del MIP mediante ensayos 
de unión 
 
 
6.1.- Antecedentes 

 
 
6.1.1.- Métodos de evaluación de la afinidad. 

 

Los polímeros molecularmente impresos (MIPs) constituyen un nuevo 

tipo de materiales adsorbentes selectivos. Por esta razón, la principal 

aplicación analítica de los MIPs ha sido en el campo de las separaciones 

analíticas, concretamente en cromatografía líquida128-134, electroforesis 

capilar135-139, extracción en fase sólida140-150 y en membranas 

molecularmente impresas151-163.  

Además, otras tendencias de investigación actuales buscan usar los 

MIPs como sustitutos de anticuerpos en biosensores164-170 o en ensayos de 

unión análogos a los inmunoensayos171-177.       
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Puesto que uno de los principales objetivos de este trabajo es validar 

los resultados teóricos obtenidos en el diseño de MIPs, es necesario 

seleccionar una herramienta analítica que permita evaluar las 

características de enlace del MIP en términos de constantes de afinidad y 

número de sitios de unión disponibles. 

En este sentido, los ensayos de unión proporcionan información que 

permite abordar el problema anteriormente planteado de forma sencilla y 

eficaz, a través del ajuste de los datos experimentales a diversos modelos 

matemáticos (isotermas de adsorción). Una gran parte de los métodos 

descritos en la bibliografía para la evaluación de las características de 

enlace de los MIPs emplean esta metodología178-190. Una isoterma de 

adsorción mide la eficacia del enlace de un polímero en un intervalo de 

concentraciones del analito. Habitualmente se utilizan representaciones de 

la concentración de analito enlazado al polímero (B) frente a la 

concentración de analito no enlazado o libre en la disolución sobrenadante 

(F). 

 

Las isotermas de enlace para los MIPs se pueden obtener a partir de 

estudios de reenlace con ensayos de unión en discontinuo, donde una 

cantidad constante de polímero se reequilibra con una concentración de 

analito fija y conocida191-193. La concentración de analito libre en la 

disolución (F) puede medirse mediante espectroscopia UV, fluorescencia, 

HPLC con distintos tipos de detección, ensayos con ligandos radiactivos y 

en general cualquier técnica analítica que proporcione suficiente 

sensibilidad. Sin embargo, no es frecuente en la bibliografía el uso de 

voltametría para esta medida en ensayos con MIPs. La concentración de 

analito enlazado (B) se calcula como la diferencia entre la concentración 

de analito total (T) y la concentración libre (B=T-F). Las isotermas 

también pueden obtenerse directamente empleando estudios 

cromatográficos194, donde los MIPs se emplean como fase estacionaria en 

columnas cromatográficas.  
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La capacidad de enlace relativa de dos polímeros puede determinarse 

de forma cualitativa superponiendo sus respectivas isotermas, aunque 

también es posible realizar su cuantificación comparando algunos 

parámetros de enlace, como son el número de sitios de unión (N) y la 

constante de afinidad o de asociación (K), que pueden calcularse a partir 

de las isotermas. Este cálculo requiere la aplicación de un modelo de 

enlace específico. Algunos modelos de isotermas que se han aplicado a los 

MIPs son: Langmuir, bi-Langmuir, Freundlich, Toth y Langmuir-

Freundlich178-190, 195-197. Cada modelo determina una relación matemática 

entre las concentraciones de analito enlazado (B) y libre (F), además de 

realizar determinadas hipótesis al considerar la distribución de sitios de 

unión.  

Desafortunadamente, los métodos que emplean aproximaciones 

numéricas para generar estas distribuciones son computacionalmente muy 

complejos y sensibles al error experimental, necesitándose gran número 

de datos experimentales de la isoterma. Este hecho hace que estos 

métodos no se utilicen de forma generalizada para caracterizar los MIPs. 

Una posible solución es asumir que las distribuciones de sitios de unión se 

ajustan a una determinada forma o modelo, tal como se explica a 

continuación.  

 

6.1.2.- Modelos de enlace  

 

Los modelos de enlace pueden agruparse en dos clases: modelos de 

distribución discretos y continuos. Los modelos de enlace más utilizados, 

las isotermas de Langmuir y bi-Langmuir, son ejemplos de modelos de 

enlace discretos. Estos modelos reducen la distribución a un número finito 

de clases diferentes de sitios, cada clase con distinta afinidad. El modelo 

de Langmuir considera que hay un sólo tipo de clase de sitios, y el modelo 

bi-Langmuir asume que sólo hay dos tipos de clases de sitios. 
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Las isotermas de Freundlich y Langmuir-Freundlich son ejemplos de 

modelos de distribución continuos en el que una función continua contiene 

un número infinito de tipos diferentes de sitios de unión. La figura 6.1 

muestra los modelos de distribución de sitios de unión discretos y 

continuos. 

 

 

 

 

 

 
 

         (a)                         (b)                         (c)                       (d) 

 

Figura 6.1.- Modelos de distribución de sitios de unión discretos (a y b) y 

continuos (c y d), que se muestran como barras y líneas sólidas 

respectivamente. Se superponen a la distribución heterogénea global 

propuesta para los MIPs198 (línea discontinua). (a) Langmuir (unimodal 

estrecha); (b) bi-Langmuir (bimodal); (c) Freundlich (exponencial); 

Langmuir-Freundlich (unimodal amplia). 

 

La distribución de sitios de unión o distribución de afinidad (DA), 

representa el número de sitios de unión (N) que tienen una determinada 

constante de afinidad (K). De forma general, los MIPs parecen contener 

una distribución unimodal de sitios de unión con dos regiones 

características198: un pico unimodal de baja afinidad y una región 

asintótica decreciente de alta afinidad (figura 6.2). El pico unimodal 

corresponde a la zona de la isoterma en la que el polímero alcanza la 

saturación. Sin embargo, en la mayor parte de aplicaciones analíticas se 

trabaja en la zona de subsaturación correspondiente a la región 

exponencial decreciente. Esta región se corresponde con la porción lineal 

de la isoterma cuando se ajustan los datos al formato log B vs. log F. 
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Figura 6.2.- Modelo de distribución de afinidad propuesto para los MIPs198. 

 

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 continuación, son los más sencillos de tratar 

matemáticamente debido a que permiten obtener de forma inmediata 

parámetros de enlace como la constante de afinidad (K) y el número de 

sitios de unión (N) a partir de la denominada curva de Scatchard.  

 

Langmuir 
aF
aFN

B t

+
=

1
  donde a= K0 [6.1]

Bi-Langmuir FK
FKN

B
1

11

1+
= +

FK
FKN

2

22

1+
 [6.2]

 

En la representación de Scatchard, la isoterma de enlace 

experimental se ajusta al formato B/F vs. B. En sistemas homogéneos que 

contienen sólo un tipo de sitios de unión (Langmuir), del ajuste anterior se 

obtiene una línea recta con pendiente igual a la constante de afinidad 

promedio en negativo (-K0) y una ordenada en el origen relacionada con 

el número total de sitios de unión (Nt): 

 

B/F= K0Nt –K0B                                                                                                 [6.3] 
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Esta representación para la mayoría de los MIPs no es lineal, sino 

curva, hecho que pone en evidencia la heterogeneidad de los sitios de 

unión193. Sin embargo, en este caso también es posible obtener las 

constantes de afinidad y número de sitios de unión para dos clases de 

sitios (K1, N1 y K2, N2) ajustando la curva a dos líneas rectas (figura 6.3, 

modelo bi-Langmuir).  
 

 

 
 

 

 
 

Figura 6.3.- Representación de Scatchard para el modelo bi-Langmuir. K1 

y N1 representan los sitios de mayor afinidad y K2 y N2 los de menor 

afinidad. 

 

Los modelos de Langmuir y bi-Langmuir se basan en la hipótesis de 

que los MIPs son relativamente homogéneos y contienen sólo uno o dos 

tipos de sitios de unión. Constituyen un modelo simplificado que puede 

tener cierto grado de validez en algún caso. Sin embargo, en general, la 

medida de las distribuciones de sitios de unión para los MIPs revela un 

amplio intervalo de constantes de afinidad198. 

 

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 unión 

de afinidad y selectividad variable. Estos modelos son más realistas y 

permiten explicar hechos experimentales relacionados con la 

heterogeneidad, como puede ser el amplio rango de constantes de 

B

B/F K1, N1 

K2, N2 



Evaluación de la capacidad de enlace del MIP mediante ensayos de unión 

 119

afinidad calculadas198, la anchura de picos cromatográficos199 o la baja 

selectividad de los MIPs200. 

Los modelos de distribución continua como Freundlich y Langmuir-

Freundlich se han aplicado recientemente a los MIPs178-184. Estos modelos 

permiten, en teoría, aproximaciones a la distribución unimodal propuesta 

para los MIPs, además de poder medir de forma cuantitativa la 

distribución de sitios de unión y la heterogeneidad. 
 

A. Isoterma de Freundlich 

 

El modelo más simple de distribución continua es la isoterma de 

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

 

Donde B y F son las concentraciones de analito enlazado y libre 

respectivamente, y a y m son dos parámetros de ajuste que tienen 

significado físico. El factor preexponencial, a, es una medida del número 

de sitios de unión (Nt) y la constante promedio de afinidad (K0). El 

segundo parámetro de ajuste, m, se conoce como índice de 

heterogeneidad y su valor varía de 0 a 1, siendo el sistema más 

homogéneo a medida que se aproxima a 1. 

La IF se aplica fácilmente mediante el ajuste de los datos 

experimentales al formato logarítmico. Las isotermas que cumplen la IF se 

ajustan a una línea recta: 
 

 

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 función curvilínea. 

 maFB =    [6.4]

 logB=mlog F+log a [6.5]
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Las propiedades de enlace del MIP utilizado en ensayos de unión 

pueden calcularse a partir de la isoterma de adsorción asumiendo un 

modelo específico. En el caso de los modelos homogéneos, los parámetros 

de enlace se extraen de forma directa. Sin embargo, los modelos 

heterogéneos requieren la solución de la integral de Langmuir (ecuación 

[6.6])201, que no tiene solución analítica, por lo que se han desarrollado 

métodos aproximados para su resolución. 

 

 

Uno de estos métodos aproximados es el método de Hunston202 que 

calcula la distribución de afinidad (DA) de las isotermas de adsorción 

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

 

La ecuación [6.7], también denominada ecuación del espectro de 

afinidad, permite calcular el número de sitios de unión N que poseen una 

determinada constante de afinidad K usando los valores de B interpolados 

de la isoterma experimental. La exactitud de la aproximación mejora a 

medida que α se aproxima a 1; valores alejados de 1 conducen a 

resultados no convergentes. Para evitarlo, se toma el límite de la ecuación 

anterior a medida que α se aproxima a 1a. 

La ecuación de la IF [6.5] se introduce en la ecuación [6.7] y 

tomando el límite, se obtiene la DA para la IF (ecuación [6.8]). Los 

parámetros a y m son los mismos que en la ecuación [6.4]. Las unidades 

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

                                                 
a Típicamente, logα toma un valor de 0.2202. 
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habitualmente [μmol/g]; F tiene unidades de [mmol/L], a, de [(μmol/g) 

(mmol/L)-m], y m es adimensional.  

La ecuación se muestra a continuación: 

 

 

La DA calculada a través de la ecuación [6.8] es válida en un rango 

de afinidades (Kmin y Kmax) que están determinadas por los límites de 

concentración libre (Fmax y Fmin) definidas por las ecuaciones [6.9] y [6.10]: 

 

 Kmin=1/Fmax [6.9]

 Kmax=1/Fmin [6.10]

 

 El número de sitios de unión promedio Nk1-k2 y la constante de 

afinidad promedio Kk1-k2  se calculan a partir de [6.11] y [6.12]b. 

 

Los valores para estos parámetros se determinan para cualquier 

rango de constantes de afinidad K1-K2 dentro de los límites Kmin-Kmax.  

 

Una importante limitación de la IF es que sólo es exacta para la 

región intermedia de la isoterma completa. Se observan discrepancias del 

modelo tanto a concentraciones muy elevadas (región de saturación) 

                                                 
b  La ecuación [6.11] deriva de la integración de la ecuación [6.8] con respecto a K sobre 

los límites de K1 a K2. La ecuación [6.12] deriva de la integral del producto de K y N(K) 
(ecuación [6.8]) dividida por la ecuación [6.11]182. 
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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 

concentración intermedia donde la IF es aplicable. La región de saturación 

no es observable para la mayoría 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 más bajo (<nM) es difícil de medir debido al posible 

sangrado de la molécula molde. 

 

B. Isoterma de Langmuir-Freundlich 

 

La incapacidad de la IF para modelizar la región de saturación limita 

los tipos de parámetros de enlace que pueden calcularse a partir de ella. 

Así, a partir de la IF no puede determinarse el número total de sitios de 

unión (Nt) o la constante de afinidad promedio (K0). Para calcular estos 

parámetros es necesario desarrollar modelos híbridos que puedan 

modelizar las regiones de saturación y subsaturación al mismo tiempo en 

la misma isoterma como son los modelos de Jovanovic-Freundlich185 o 

Langmuir-Freundlich178. La isoterma de Langmuir-Freundlich (ILF) 

(ecuación [6.13]) es una función que describe la relación entre la 

concentración de analito enlazado (B) y libre (F) en el equilibrio a través 

de tres parámetros de ajuste con significado físico: Nt, a y m. Nt es el 

número total de sitios de unión. La variable a se relaciona con la constante 

de afinidad promedio (K0) a través de la relación K0=a1/m. Por último, m 

tiene el mismo significado que el índice de heterogeneidad para IF.  

La ecuación a considerar es la que se detalla a continuación: 

 

 m

m
t

aF
aFN

B
+

=
1

                      donde a= (K0)1/m [6.13] 
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La ILF es un modelo híbrido entre las isotermas de Langmuir y 

Freundlich y puede reducirse a cualquiera de las anteriores en el límite. 

Cuando m=1, la isoterma de Langmuir-Freundlich se reduce a la isoterma 

de Langmuir [6.1], donde a se corresponde directamente a la constante 

de afinidad (K). Si F o a se aproxima a 0, es decir, aFm<<1, la ILF se 

reduce a la isoterma de Freundlich.  

 

De forma análoga al cálculo de la distribución de afinidad para la 

isoterma de Freundlich, se introduce [6.13] en la ecuación del espectro de 

afinidad [6.7] para obtener la siguiente expresión178: 

 

Esta ecuación calcula el número de sitios de unión (Ni) con una 

determinada constante de afinidad (Ki) empleando los parámetros de 

ajuste experimentales de la isoterma de Langmuir-Freundlich (a, m y Nt). 

La distribución de afinidad  calculada a través de la ecuación anterior es 

válida en un rango de afinidades (Kmin y Kmax) que están determinadas por 

los límites de concentración libre (Fmax y Fmin) 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 más general en la caracterización de los MIPs debido a que 

puede modelizar las regiones de subsaturación y saturación 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 región de 

subsaturación donde es suficiente con aplicar la IF. 
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6.2.- Detección voltamétrica de ácido homovaníllico con 

electrodos de pasta de carbono 

 
La caracterización del comportamiento electroquímico del HVA sobre 

electrodos de pasta de carbono se realizó utilizando como técnica de 

trabajo la voltamperometría cíclica con una velocidad de variación de 

potencial de 50 mV/s. En la figura 6.4 se muestra el voltamperograma 

cíclico obtenido a una concentración de HVA de 2×10-4 M en citrato/HCl  

0.1 M y pH=1.10. El barrido lineal de potencial se llevó 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. 

 

 

 

 

Figura 6.4.- Voltamperograma cíclico obtenido a una concentración de 

HVA de 2×10-4 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 oxidación irreversible en el primer barrido 

(O1) con un potencial de pico de 0.808 V y en el barrido de vuelta un 

proceso de reducción (R1) con un potencial de pico de 0.403 V. En el 

segundo barrido de potencial aparece un segundo pico de oxidación O2 a 
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un potencial de 0.599 V, debido a un producto de oxidación del HVA, que 

forma un par cuasi-reversible con el proceso R1.  

Este comportamiento se corresponde con un mecanismo de 

oxidación ECE (Electroquímico-Químico-Electroquímico), donde una 

reacción química acoplada da lugar a productos responsables del proceso 

electroquímico R1/O2. El mecanismo de la reacción de oxidación de 

distintos metoxifenoles sustituidos se ha descrito en la bibliografía para 

electrodos de pasta de carbono203, 204.  

El mecanismo propuesto para la oxidación en disolución ácida 

involucra dos electrones a través de una reacción química rápida con agua 

para eliminar un mol de metanol y formar la quinona correspondiente 

(esquema 1). 

 

Esquema 1. Mecanismo de oxidación de metoxifenoles sustituidos. 

 

Se realizó un estudio de la influencia del pH sobre el potencial y las 

corrientes de pico de dicho sistema redox para una concentración de HVA 

de 2×10-4 M. Se pudo observar que a medida que aumenta el pH, el 

potencial de oxidación del pico principal, O1, 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 hidróxido 

sódico 0.1 M para pH superiores a 11. 
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Los datos experimentales se ajustan a la ecuación que se muestra a 

continuación, en el intervalo de pH 1.10 a 10.99, tal como se deduce de la 

representación gráfica de la figura 6.5. 

 

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

 

 

 

 

 

 

Figura 6.5. (Tablas, T-1).- Variación del potencial de pico para el proceso 

anódico principal O1 con el pH. Las medidas se realizaron mediante 

voltametría cíclica a una concentración de HVA de 2×10-4 M. 

 

También se evaluó la influencia del pH en la intensidad de pico de 

oxidación, obteniéndose una disminución de la intensidad de corriente a 

medida que aumenta el pH (figura 6.6). 
 

 

Figura 6.6. (Tablas, T-2).- Variación de la intensidad de corriente del 

proceso anódico principal O1 con el pH. Las medidas se realizaron 

mediante voltametría cíclica a una concentración de HVA de 2×10-4 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 óptimo de medida del HVA se fijó a 

un valor de 1.10 con una disolución reguladora de citrato/HCl 0.1 M, 

puesto que es el medio al que se obtiene una mayor sensibilidad en la 

señal.  

Por último, para este proceso se estudió también la influencia de la 

velocidad de barrido de potenciales sobre las corrientes de pico a tres 

niveles de concentración de HVA: 5×10-6 M, 5×10-5 M y 2×10-4 M (Tablas, 

T-3). Para ello, se llevó 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 

5 y 1000 mV/s.  

 

Los datos experimentales se ajustan a las ecuaciones que se 

muestran a continuación: 

 

 

Se observa una variación lineal de la intensidad de pico anódico con 

la raíz cuadrada de la velocidad de barrido de potenciales, lo que indica 

que el proceso de electrodo está controlado por la difusión de la especie 

electroactiva a la superficie electródica a los tres niveles de concentración 

ensayados. 

 

Empleando la señal del pico de oxidación principal O1 se desarrolló un 

método de análisis por voltametría diferencial de pulso. La gráfica de 

calibración se muestra a continuación (Figura 6.7, Tablas, T-4). Se obtuvo 

una respuesta lineal con la concentración de HVA en el intervalo de 

concentraciones de 1.0×10-7 a 5.0×10-4 M, con un límite de detección de 

1.7×10-7 M. La ecuación de la recta de calibrado resultó ser:  

i/nA= 65.1 v1/2 / (mV/s)1/2 – 63.0  r=0.997 n=5 [HVA]=5×10-6 M 

i/nA= 339.6 v1/2 / (mV/s)1/2 – 455.9 r=0.997 n=7 [HVA]=5×10-5 M 

i/nA= 1999.7 v1/2 / (mV/s)1/2 – 4017.0 r=0.997 n=6 [HVA]=2×10-4 M 
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Figura 6.7. (Tablas, T-4).- Gráfica de calibración para HVA obtenida con 

un electrodo de pasta de carbono mediante voltametría diferencial de 

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

 

6.3.- Selección de las condiciones de polimerización 

 

Para confirmar experimentalmente la selección de monómero 

funcional y disolvente óptimo obtenidos mediante cálculos DFT se 

emplearon polímeros acrílicos sintetizados en pequeña escala, 

denominados mini-MIPs. Sus ventajas son, principalmente, el empleo de 

pequeñas cantidades de polímero (≈ 50 mg aproximadamente) y la 

supresión de las etapas de molienda y tamizado.  

En la bibliografía se describen equipos automáticos capaces de 

evaluar en un tiempo reducido mini-MIPs diseñados mediante métodos 

quimiométricos en distintas condiciones205-208. En este trabajo, los 

polímeros se sintetizaron y evaluaron siguiendo un procedimiento manual 

y posteriormente se utilizaron para determinar rápidamente parámetros 

que afectan a la polimerización, como son la naturaleza del monómero 

i/µA= 53.584[HVA]/mM + 0.251 r= 0.999 n=10  
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funcional y disolvente empleado, así como el tipo de polimerización 

fotoquímica/ térmica que se lleva a cabo.  

 

6.3.1.- Selección del tipo de iniciador y procedimiento de 

polimerización 

 

Existen estudios en la bibliografía que indican que el tipo de 

iniciación de la polimerización (térmica o fotoquímica) puede influir en el 

comportamiento final de los polímeros impresos209-212. Cuando la 

polimerización se realiza térmicamente, las cadenas se inician por varios 

puntos a la vez, por lo que se obtienen polímeros con un alto grado de 

entrecruzamiento. En el caso de la polimerización fotoquímica, este 

proceso se inicia por los puntos más superficiales, los más cercanos a la 

fuente de radiación y, por tanto, podría considerarse que existe una 

dirección preferente de iniciación de las cadenas, dando como resultado 

polímeros menos entrecruzados que en el caso anterior. 

Para determinar la influencia del iniciador y el tipo de polimerización 

en las propiedades de reconocimiento del MIP, se realizaron ensayos de 

unión a partir de MIPs y NIPs sintetizados en diclorometano con tres 

monómeros funcionales: ácido 2-trifluorometacrílico (TFMAA), ácido 

metacrílico (MAA) y 2-metacrilamida (MA) en condiciones de 

polimerización térmica y fotoquímica. Para ello, se seleccionaron dos 

iniciadores: DPP que es un iniciador fotoquímico, y AIBN que es un 

iniciador empleado tanto en polimerización térmica como fotoquímica. El 

procedimiento para realizar los ensayos de unión se describió en el 

apartado 5.3.2. 

Las medidas realizadas a partir de los líquidos de lavado parecen 

indicar que los polímeros sintetizados con el iniciador AIBN en condiciones 

térmicas se lavan peor en el disolvente de lavado que los polímeros 

sintetizados en condiciones fotoquímicas. Este hecho puede ser debido a 

que, efectivamente, se trate de polímeros más entrecruzados.        
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También se observa un efecto de sangrado, más acusado cuando se 

polimeriza térmicamente, lo que puede concordar con el mayor 

entrecruzamiento y rigidez de los polímeros térmicos.  

Al comparar los resultados obtenidos con polímeros iniciados 

fotoquímicamente con AIBN y DPP no se observan diferencias apreciables 

en la capacidad de enlace, por lo que se optó en ensayos sucesivos por el 

empleo de DPP, puesto que es un fotoiniciador mucho más rápido y eficaz 

que el AIBN.  

 

6.3.2.- Selección del disolvente porogénico 

 

Para confirmar el disolvente de polimerización más favorable, se 

realizaron ensayos de unión a partir de polímeros sintetizados 

fotoquímicamente con DPP en tolueno y diclorometano para los tres 

monómeros ensayados.  

En diclorometano se observan porcentajes de retención más bajos 

que para tolueno en los tres monómeros estudiados, hecho que confirma 

los resultados obtenidos mediante cálculos teóricos (apartados 4.2.6 y 

4.2.7).  

 

6.3.3.- Selección del monómero funcional 

 

Cuando se realiza un ensayo similar al anterior seleccionando DPP 

como iniciador y tolueno como disolvente de polimerización para los tres 

monómeros funcionales ensayados, se obtuvo mayor retención del HVA en 

el MIP sintetizado con TFMAA, seguido de MAA y MA. Esta tendencia 

observada experimentalmente se corresponde exactamente con las 

predicciones teóricas (apartado 4.2.6). 

Para discriminar si el enlace al polímero es debido a contribuciones 

específicas o inespecíficas se realizó un ensayo en las mismas condiciones 

con un NIP sintetizado para cada monómero funcional. La unión específica 
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se evaluó a partir del cociente entre las relaciones B/T obtenidas para 

polímero impreso y polímero no impreso, donde B es una medida de la 

cantidad de HVA enlazada por el polímero. Cuando este cociente es ≤1, se 

considera que el enlace no es específico. B se obtuvo por diferencia entre 

la concentración total de HVA adicionada (T) y la concentración 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 

monómero funcional que conduce a un enlace específico del HVA 

((%B/TMIP)/ (%B/TNIP)=2) mientras que para MAA y MA, la adsorción es 

íntegramente inespecífica, siendo mayor la retención en el NIP que en el 

MIP. 

 

Tabla 6.1.- Porcentajes de retención (B/T) para MIP y NIP y relación de 

porcentajes MIP/NIP para los tres monómeros 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.- Caracterización del proceso de impresión 

molecular mediante isotermas de adsorción 

 

Una vez realizada una comprobación experimental o “cribado” para 

confirmar que la selección del monómero y disolvente predichos con los 

cálculos DFT son los más adecuados, se investigaron las características de 

enlace del polímero sintetizado con TFMAA y tolueno mediante isotermas 

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

continuación. 

 

6.4.1.- Selección de la concentración de polímero 

 

Después de sintetizar, tamizar y lavar el polímero (sección 5.3.3), se 

utilizó la fracción inferior a 25 µm para realizar un ensayo que permita 

determinar la concentración de polímero necesaria para observar 

aproximadamente un 50% de analito enlazado.  

 

Este ensayo, además de fijar la cantidad de polímero adecuada para 

próximos ensayos de unión, permite obtener una visión de la capacidad de 

retención del polímero. En este estudio, se varía la concentración de MIP y 

NIP (sintetizado con TFMAA y tolueno) desde 0.5 hasta 121.1 mg/mL 

manteniendo la concentración de HVA fija a 1×10-4 M. Los resultados se 

muestran en la figura 6.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.8. (Tablas, T-5).- Representación del porcentaje de enlace (B/T) 

en función de la concentración de polímero para MIP (línea continua) y 

NIP (línea discontinua) sintetizados e incubados en tolueno, a una 

concentración constante de HVA de 1×10-4 M. 
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A la vista de los resultados, la concentración de MIP para la que se 

alcanza aproximadamente un 50% de enlace del HVA es de 10 mg/mL y 

es la que se empleará en lo sucesivo. 

 

Si se compara la curva de enlace para el MIP y el NIP se observa 

que el MIP retiene más ácido homovaníllico que el NIP en todo el rango de 

concentraciones estudiadas, y en particular, a concentraciones bajas las 

diferencias de retención entre el MIP y el NIP se acentúan. Para la 

concentración de polímero 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 retención del ácido homovaníllico en el MIP es 

fundamentalmente específica, es decir, se debe a la existencia de sitios de 

unión específicos. 

 

6.4.2.- Estudio de la influencia del disolvente porogénico 

 

Según los cálculos DFT, el disolvente óptimo tanto para imprimir la 

molécula molde como para reenlazarla es el tolueno. De forma 

experimental se pretende corroborar este hecho realizando un ensayo de 

unión para un MIP con TFMAA sintetizado e incubado en tolueno y un MIP 

sintetizado e incubado en acetonitrilo, un disolvente teóricamente más 

desfavorable (ver figura 6.9, Tablas, T-6). 
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Figura 6.9. (Tablas, T-6).- Representación del porcentaje de enlace (B/T) 

en función de la concentración de polímero para un MIP sintetizado e 

incubado en tolueno (línea continua) y un MIP sintetizado e incubado en 

acetonitrilo (línea discontinua) a una concentración constante de HVA de 

1×10-4 M. 

 

Se puede observar que cuando se realiza la incubación en 

acetonitrilo con el MIP sintetizado en el mismo disolvente, los porcentajes 

de enlace disminuyen drásticamente en todo el intervalo de 

concentraciones ensayadas. Por tanto, parece ser que la sustitución del 

tolueno por acetonitrilo como disolvente porogénico modifica 

drásticamente las propiedades de reconocimiento del MIP. Este hecho 

experimental concuerda con los resultados predichos mediante el cálculo 

de las energías de enlace del aducto de prepolimerización en dichos 

disolventes. 

 

6.4.3.- Estudio de la influencia del disolvente de incubación 

 

En el ensayo anterior, el MIP sintetizado e incubado en acetonitrilo 

conduce a porcentajes de retención drásticamente más 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 

prepolimerización monómero-molécula molde poco favorables, hecho que 

confirma las predicciones realizadas con los cálculos DFT (apartados 4.2.6 

y 4.2.7).  

 

Pero además, es posible evaluar al acetonitrilo como disolvente de 

incubación para un MIP sintetizado en tolueno. Para ello, se llevó a cabo 

un ensayo en el que se fijó la concentración de MIP en 10 mg/mL y la 

concentración de HVA en 1×10-4 M. El resultado es concluyente: no se 

observa apenas retención del HVA  en dicho disolvente (B/T=4.5%) por lo 

que se confirma nuevamente que no sólo el acetonitrilo es un mal 

disolvente porogénico para generar cavidades de unión específicas en el 

proceso de impresión molecular sino que además es un mal disolvente de 

incubación para un polímero supuestamente “óptimo”, confirmándose 

nuevamente los cálculos teóricos. 

 

6.4.4.- Ensayos de unión 

 

Para una concentración de polímero fija de 10 mg/mL determinada 

con anterioridad, se realizó un ensayo de reenlace con diferentes 

concentraciones de patrón de HVA en tolueno, desde 2.6×10-7 a      

5.1×10-4 M. La concentración del analito que permanece en el equilibrio 

libre en disolución, F, se midió mediante voltametría 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/HCl 0.1 M pH=1.10. Esta 

etapa es necesaria debido a la inmiscibilidad de los disolventes orgánicos 

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). 

(sección 6.1.2.2). Inicialmente los datos experimentales se ajustan bien al 

formato logarítmico log B vs. log F. Los parámetros de ajuste a, m y Nt se 

calculan empleando la función Solver de Microsoft Excel 2003, 

minimizando el coeficiente de determinación R2 a 1 y variando los 

coeficientes de ajuste. Los residuales correspondientes empleados para 

calcular el coeficiente de determinación se calcularon como                 

(log Bexp – log Bcalc), donde Bexp es la fracción de analito enlazada medida 

experimentalmente y Bcalc es la fracción calculada según el modelo 

propuesto a partir de las fracciones libres medidas experimentalmente. Se 

requiere un ajuste logarítmico de los datos obtenidos debido a la amplitud 

del intervalo de concentraciones utilizadas en la isoterma de adsorción, 

que daría mayor peso estadístico a los puntos de mayor concentración195.  

 

Tal como se describía en el apartado 6.1.2.2.B, la ILF sería aplicable 

en el caso de que los datos experimentales cubrieran tanto la región de 

subsaturación como sobresaturación del polímero. Si los datos 

experimentales se localizan en la zona de subsaturación el modelo que 

proporcionará un mejor ajuste será el de Freundlich, mientras que si se 

localizan en la zona de sobresaturación el modelo más adecuado será el 

de Langmuir. Si se realiza la representación log B vs. log F y se obtiene 

una línea recta para todo el rango de concentraciones estudiado, los datos 

se ajustarán a la IF. También se podría aplicar la ILF porque a 

concentraciones bajas ésta se transforma en la IF, es decir, para aFm<<1. 

Así, mediante la representación log B vs. log F se obtiene la figura 6.10.    
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Figura 6.10. (Tablas, T-7).- Isoterma de adsorción experimental para MIP 

(línea continua) y NIP (línea discontinua). B  representa la fracción de HVA 

enlazada al polímero y F  la fracción 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. 

 

 

A la vista de los resultados, es posible ajustar los datos 

experimentales del MIP y el NIP directamente a la IF, aunque más 

adelante se discutirá el ajuste a otros modelos como la IL e ILF. 

 

6.4.5.- Análisis de las isotermas de adsorción 

 

El primer objetivo es examinar las diferencias entre polímero 

molecularmente impreso y no impreso empleando las tres isotermas 

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

de las tres isotermas estudiadas. 

 

MIP log B = 0.92 log F + 4.97 R2=0.995 n=9 

NIP log B = 0.99 log F + 4.88 R2=0.993 n=5 
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Tabla 6.3.- Parámetros de ajuste de MIP y NIP para las isotermas de 

adsorción de Langmuir, Langmuir-Freundlich y Freundlich. 

 

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 determinación, como era previsible según lo comentado en la sección 

6.1.2.  

Coeficientes de ajuste MIP NIP 

LANGMUIR (IL) 

Nt 216.61 µmol/g 72.29 µmol/g 

a 1192.35 M-1 1192.68 M-1 

R2 0.993 0.992 

LANGMUIR-FREUNDLICH (ILF) 

Nt 545.48 µmol/g 69.29 µmol/g 

Ko 310.83 M-1 2045.60 M-1 

Límites de la distribución de afinidad: Kmin-Kmax=2000-3069000 M-1 

a 220.28 M-1 3764.32 M-1 

m 0.94 1.08 

R2 0.995 0.998 

 FREUNDLICH (IF)  

Nk1-k2 13.02 µmol/g 0.84 µmol/g 

Kk1-k2 20389.03 M-1 15091.40 M-1 

Límites de la distribución de afinidad: Kmin-Kmax=2000-3069000 M-1 

a 94601.93 (µmol/g )(M-1)m 75787.92 (µmol/g )(M-1)m 

m 0.92 0.99 

R2 0.995 0.993 
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Las heterogeneidades de MIP y NIP están determinadas por el índice 

de heterogeneidad m. A medida que m se aproxima a 1, el polímero es 

más homogéneo. En este caso, tanto el MIP como el NIP tienen un valor 

de m de los más altos descritos en la bibliografía para MIPs no 

covalentes178-184. Esta es una característica deseable en los MIPs debido a 

que las heterogeneidades habitualmente limitan la capacidad de retención 

específica del polímero, dando lugar a polímeros de baja selectividad. 

 

Cuando se comparan los índices de heterogeneidad para MIP y NIP 

en la IF e ILF se observa que los NIPs son más homogéneos que los MIPs, 

siendo ésta una tendencia general observada en otros trabajos 

publicados182.  

 

6.4.6.- Distribuciones de afinidad (DA) 

 

Como se comentó en el apartado 6.1.2.2, a partir de las ecuaciones 

[6.7] y [6.14] es posible calcular la distribución de afinidad tanto de la IF 

como de la ILF. Aunque la expresión para la DA teóricamente permite el 

cálculo de la distribución para cualquier rango de constantes de afinidad, 

en la práctica está limitada por un rango de constantes K determinado por 

el intervalo de concentración en el que se obtiene la isoterma. 

Típicamente estos límites están determinados por Kmax=1/Fmin y 

Kmin=1/Fmax. Entre estos límites, la distribución es exacta. Extrapolaciones 

fuera de estos límites pueden conducir a errores importantes, 

especialmente si la isoterma cubre sólo la región de saturación o 

subsaturación. 

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 logarítmico (log N 

vs. log K) y semilogarítmico (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 semilogarítmico y logarítmico 

respectivamente en todo el rango de afinidades. (c) es la misma 

distribución limitada por Kmax y Kmin.  
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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 semilogarítmico y 

logarítmico, respectivamente en el rango de afinidades limitado por Kmax y 

Kmin. MIP (trazo continuo); NIP (trazo discontinuo). 

 

La distribución de afinidad para la ILF corresponde a una distribución 

de energía 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 distribución está centrado en Ko=a1/m. El número total 

de sitios de unión Nt  corresponde al área 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 unión con afinidades 

similares a bajas concentraciones. Es decir, la región con los sitios de 

unión de mayor afinidad es común para ambos. Sin embargo, el MIP 
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posee un importante conjunto de sitios de unión con afinidad 

relativamente elevada que coincide con la constante de afinidad promedio, 

Ko.  

Si se restringe este estudio al intervalo de concentraciones 

estudiadas (Kmin-Kmax) (figura 6.11c), puesto que estamos en el tramo más 

bajo de concentraciones no se aprecian demasiadas diferencias entre las 

DA para MIP y NIP, observando la curva exponencial decreciente típica de 

las regiones de concentración más baja, o dicho de otro modo, la región 

en la que se evalúan los sitios de unión 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 

extraída de las DA de MIP y NIP es la mayor capacidad de retención del 

MIP frente al NIP en la ventana de concentración medida, al poseer en 

todo el rango de concentraciones un mayor número de sitios de unión (N) 

para una misma afinidad (K). Esta visión cualitativa a partir de las curvas 

se confirma a través de sus capacidades respectivas (Nk1-k2) para un 

conjunto de sitios de unión similar (K1=2000 M-1 y K2=3069000 M-1). El 

MIP tiene un número de sitios de unión (Nk1-k2=13.01 µmol/g) que es del 

orden de 16 veces mayor que el NIP (Nk1-k2=0.84 µmol/g. En cuanto a las 

constantes de afinidad promedio también existe una diferencia 

significativa entre MIP (Kk1-k2=20389.03 M-1) y NIP (Kk1-k2=15091.40 M-1).     

 

6.4.7.- Estudio de selectividad 

 

La selectividad en el enlace de los MIPs puede relacionarse con la 

orientación espacial de los monómeros funcionales alrededor de la 

molécula molde durante el proceso de polimerización. De este modo, el 

número y tipo de grupos funcionales en una molécula molde permiten 

formar interacciones no covalentes con los monómeros funcionales 
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condicionando no sólo la fortaleza de la interacción monómero-molécula 

molde sino la posibilidad de enlazar de forma eficaz otras moléculas 

relacionadas estructuralmente con la molde.  

 

Se podrían considerar dos tipos de factores que son determinantes 

en la selectividad del MIP: la contribución estérica debido a la forma de la 

molécula molde y la contribución de enlace, debido a la interacción no 

covalente entre el monómero funcional y la molécula molde. Ambos 

factores son importantes y contribuyen a la especificidad del MIP; la 

contribución estérica determina la forma del sitio de unión, así que, por 

ejemplo, un analito más voluminoso que la molécula molde no se 

retendría con facilidad en el MIP. La contribución de enlace debido a la 

interacción no covalente es igualmente importante porque de la fortaleza 

de la interacción molde-monómero 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 prepolimerización, una vez 

determinados los óptimos mediante cálculos DFT se pretende comprobar 

la selectividad del MIP midiendo la concentración de distintos análogos 

estructurales enlazados por el polímero sintetizado en condiciones 

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

 

La selección de moléculas de prueba para el estudio de la 

selectividad se realizó en base a la presencia de grupos funcionales 

similares a los de la molécula molde con el fin de obtener información de 

la naturaleza de los sitios de unión en el polímero. Así, se realizó un 

estudio comparativo con ácido 4-hidroxi-3-metoximandélico o ácido 

vanillilmandélico, (VMA), ácido 3-hidroxi-4-metoximandélico o ácido 

isovanillilmandélico, (IVMA), y 4-hidroxi-3-metoxifeniletanol o alcohol 

homovaníllico (MHPE), cuyas estructuras se presentan en la figura 6.13. 
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Figura 6.13.- Estructuras de las moléculas de prueba para la evaluación de 

la selectividad. 

 

A partir del cálculo DFT se podría predecir la contribución de enlace, 

es decir, la contribución debido a la interacción no covalente entre el 

monómero funcional y la molécula molde. Experimentalmente se podrían 

evaluar las dos contribuciones de forma conjunta mediante ensayos de 

unión con el MIP y el NIP. Si la retención es idéntica para ambos, se 

podría decir que no se ha inducido huella molecular o no existe retención 

específica. Si por el contrario, se produce una mayor retención para el MIP 

que para el NIP, significa que debido a la contribución estérica (inducción 

de la forma de la molécula en el polímero) y también a la contribución de 

enlace no covalente, se ha inducido una huella molecular, responsable de 

la especificidad de la señal. 

 

Para comprobar experimentalmente las predicciones teóricas, se 

realizó un ensayo de unión con una concentración fija de MIP y NIP de 10 

mg/mL incubando en una concentración de 1×10-4 M de las moléculas de 

prueba anteriores para investigar la selectividad del polímero.                  
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La especificidad de la señal se evaluó 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.14. (Tablas, T-10).- Representación del porcentaje de enlace 

(B/T) de las distintas moléculas ensayadas para una concentración de 

molécula de prueba de 1×10-4 M y una concentración de MIP (   ) y NIP    

(   ) de 10 mg/mL. La especificidad de la señal se evaluó 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 metóxido 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 cálculo de las energías de estabilización de los aductos de 

prepolimerización correspondientes. 

 

La molécula de IVMA se diferencia de la de VMA en que las 

posiciones de los grupos metóxido e hidroxilo se encuentran 

intercambiados, en posición 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 interacción a través de los grupos funcionales 

mencionados afecta en menor medida a la capacidad de reconocimiento 

de los sitios de unión que la interacción a través de los grupos ácidos. 
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Este hecho confirma los resultados teóricos, en el sentido de que los 

complejos formados a través de puentes de hidrógeno con los grupos 

funcionales metóxido e hidróxido son más desfavorables que aquellos que 

forman el doble puente de hidrógeno 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 señal obtenida puede considerarse 

íntegramente inespecífica. A este hecho podría contribuir la presencia de 

un grupo hidroxilo adicional en la cadena lateral de los dos compuestos 

anteriores que impediría ocupar los huecos generados por el HVA, bien 

sea debido a impedimentos estéricos o bien a repulsiones electrostáticas. 

 

La molécula de MHPE se diferencia de las demás moléculas 

ensayadas en que posee un grupo hidroxilo terminal en lugar del grupo 

ácido del HVA, manteniendo las posiciones del grupo metóxido e hidroxilo 

en posición 3 y 4 respectivamente, como en la molécula molde. Como se 

demuestra en la figura 6.15, la señal de la fracción no enlazada para el 

MIP es prácticamente igual a la del blanco (disolución sin polímero). Esto 

indica que la molécula de MHPE prácticamente no se retiene en el 

polímero, a pesar de la posibilidad de formar un puente de hidrógeno 

entre sus grupos hidroxilo y metóxido y el ácido carboxílico del sitio de 

unión.  
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Figura 6.15.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido a partir de 

una disolución patrón de MHPE de concentración 1×10-4 M (línea 

discontinua) y a partir del sobrenadante de una incubación del MIP 

realizada con 1×10-4 M de MHPE en tolueno (línea continua). 

 

Al igual que ocurría para las moléculas de VMA e IVMA, MHPE 

presenta idénticos porcentajes de retención para el MIP y el NIP, por lo 

que la señal obtenida (mínima en este caso) es íntegramente inespecífica. 

 

Además, 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 retención del HVA. 

Parece ser, que la sustitución del grupo ácido del HVA por un grupo 

hidroxilo modifica drásticamente la afinidad por el sitio de reconocimiento. 

Dicho de otro modo, la formación del doble puente de hidrógeno en los 

sitios de unión sería la interacción que define el enlace (en mayor medida 

que la interacción a través de los grupos metóxido e hidroxilo en 

posiciones 3 y 4 respectivamente), confirmándose así los resultados 

obtenidos mediante cálculos DFT (sección 4.3). 

0.550 0.650 0.750 0.850 0.950 1.050
0 

1 

2 

3 

4 

5 

  E/V

i/
µ

A
 

  



Evaluación de la capacidad de enlace del MIP mediante ensayos de unión 

 148 
 

Por último, para la molécula de HVA, la relación entre los 

porcentajes de retención MIP/NIP es 12 a 1, conduciendo a una retención 

fundamentalmente específica de la molécula molde. A su vez, todo apunta 

a que el MIP y el NIP presentan un comportamiento diferenciado que sólo 

puede deberse a la presencia del HVA en la mezcla de polimerización del 

MIP. Es decir, se ha inducido una huella molecular en el MIP capaz de 

reconocer específicamente a la molécula molde.  

 

A modo de conclusión, se podría decir que el MIP sintetizado a partir 

del disolvente y monómero funcional óptimo predicho por el método 

computacional desarrollado en este trabajo constituye un eficaz elemento 

de reconocimiento para la molécula molde.  
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Capítulo 7 
 
 

Construcción de un sensor 
voltamétrico para ácido 
homovaníllico 
 
 
7.1.- Antecedentes 

 

7.1.1.- Sensores electroquímicos basados en el reconocimiento 

molecular por polímeros impresos 

 

Como se comentó anteriormente, las principales aplicaciones 

analíticas de los MIPs han sido en el campo de las separaciones. Así, se 

han desarrollado sistemas de extracción en fase sólida con el fin de 

preconcentrar el analito y separar interferentes213-216 y fases estacionarias 

para métodos basados en cromatografía de afinidad o electroforesis 

capilar15,
 

217-221, permitiendo en ocasiones la resolución de mezclas 

racémicas. 

En otros casos, se utilizaron los MIPs en ensayos de unión con 

diversos analitos, y la afinidad, límites de detección y selectividad 

encontrados fueron similares a los obtenidos con receptores      

biológicos222-227.
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Precisamente la elevada selectividad y afinidad de los MIPs por la 

molécula molde, junto con sus buenas propiedades físicas y químicas, 

hace que estos materiales artificiales sean elementos ideales de 

reconocimiento molecular en el diseño de sensores228-230.  

 

Un amplio número de sensores basados en MIPs utilizan la 

acumulación de masa en la capa de polímero como sucede en el caso de 

transductores piezoeléctricos231-243. También se han desarrollado sensores 

con polímeros molecularmente impresos que utilizan propiedades ópticas 

del analito para su detección244-249. 

Sin embargo, en contraste con el gran aumento del número de 

publicaciones que utilizan MIPs en separaciones analíticas, el desarrollo de 

sensores haciendo uso de MIPs es significativamente más lento y el 

número de publicaciones es inferior.  

Como se ha mencionado en la introducción de esta Tesis, los 

sensores electroquímicos en particular250-253, tienen gran interés porque 

podrían ofrecer buenos límites de detección, a bajo coste, con posibilidad 

de fácil miniaturización y automatización.  

 

7.1.2.- Elementos de reconocimiento y tipos de transducción 

 

Puesto que la mayoría de los trabajos en reconocimiento molecular 

por efectos de impresión se llevaron a cabo usando polimerización 

radicalaria de distintos tipos de polímeros acrílicos o vinílicos, estos 

sistemas fueron los primeros en ser ensayados para sensores. Aunque 

actualmente se está desarrollando investigación sobre sensores 

electroquímicos con otros sistemas como polímeros electrogenerados254-267 

polímeros inorgánicos268-271, y monocapas autoensambladas272-275, los 

polímeros acrílicos siguen siendo los de uso más frecuente, y en 

consecuencia, la revisión bibliográfica se centrará en estos últimos.  
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Los estudios correspondientes al desarrollo de sensores de MIPs 

basados en polimerización radicalaria con diferentes tipos de monómeros 

acrílicos o vinílicos han sido clasificados en dos tipos: aquellos que usan 

los MIPs como partículas generadas después de la molienda del monolito 

polimérico (tabla 7.1 y continuación), y aquellos que preparan los MIPs 

como un película en la superficie del transductor (tabla 7.2 y 

continuación).  

 



 

  

Tabla 7.1.- Sensores electroquímicos basados en MIPs de forma particulada de base acrílica o vinílica. 

 

Monómeros Transducción/ 
sustrato Iniciador Molécula 

molde Observaciones Medio de enlace Medio de 
medida Calibración Ref. 

MAA/EGDMA 
(1:5) Amperometría/Pt Térmico 

AIBN Morfina 

MIP particulado (1-25 µm)  
inmovilizado con gel de 

agarosa. Ensayo competitivo 
Alta selectividad. Largo 

tiempo de respuesta (~24 h) 

Citrato 20 mM  
pH6+10% EtOH 

Citrato 20 mM 
pH 6+10% 

EtOH. 

0.1-10 µg/ml 

LOD: 0.05 
µg/ml 

 

276 
 

4-vinilpiridina/ 
EGDMA 
(1:5) 

DPV/Electrodos 
serigrafiados 

Térmico 
ADVN 

Ácido 2,4-
Diclorofenoxi-

acético 
(herbicida) 

 

MIP particulado (1-25 µm)  
Inmovilizado con gel de 

agarosa 
Ensayo competitivo 

Un solo uso 

Fosfato 20 mM pH7 + 
10% MeOH 

 

0.1 KCl en 
Fosfato  

20 mM + 10% 
MeOH 

 

1-1000 µM 277 
 

Estireno/DVB 
(19:1) 

CV, DPV/ 
Electrodos 

serigrafiados 

Térmico 
AIBN 

1-
hidroxipireno 

(metabolito de 
PAH) 

Partículas grosor <53 µm 
incorporadas en tinta 
Ensayo no competitivo 

Un solo uso 

MeOH al 35% en agua 
50% MeOH, 
en fosfato 

0.025 M pH 12
0.1-1 mM 278 

 

MAA/EGDMA 
(1:5) 

acetonitrilo 

DPV/Grafito en 
material 

compuesto 

Térmico 
AIBN Clenbuterol 

Ensayo competitivo 
Tiempo de respuesta∼ 45 min 
Renovación de la superficie 

electródica por pulido 
mecánico 

Reproducible (RSD 3.81 %) 

Disoluciones acuosas HClO4 50 mM 
+10% EtOH 

0.004-25 mM 
 

279 
 

Vinilimidazol/DVB 
(1:9) 

acetonitrilo 

Amperometría/ 
Electrodo de pasta 

de carbono 

Térmico 
AIBN 

Paraoxon 
(Insecticida) 

Partículas 10-25 µm 
Medidas a 40 oC Tris HCl 1 M pH 9 1 M Tris HCl 

pH 9 LOD:100 µM 280 
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Tabla 7.1.- Continuación. 

 

 

MAA: ácido metacrílico                         AIBN: 2,2’-azobis-2-isobutironitrilo                DVB: Divinilbenceno             LOD: límite de detección     n.d: no disponible 

EGDMA: ácido etilenglicoldimetacrilato   ADVN: 2,2’-azobis-2,4-dimetil-valeronitrilo.  TRIM: trimetilolpropano trimetacrilato  PAH: Hidrocarburo aromático policíclico 

 

Monómeros Transducción/ 
sustrato Iniciador Molécula 

molde Observaciones Medio de enlace Medio de 
medida Calibración Ref. 

MAA/EGDMA 
(1:2) 

Cloroformo 

Espectroscopía de 
impedancias/Pt 

Térmico 
AIBN L-nicotina 

MIP particulado <25 µm  
incorporado a una superficie de Pt 

recubierta por rotación con un 
polímero conjugado: poli(2-

metoxi-5-(3’,7’-dimetiloctiloxi))-
1,4-fenilenvinileno (OC1C10-PPV) 

Fosfato salino Fosfato 
salino 2-5 nM 281 

MAA/TRIM 
(1:1.25) 

Acetonitrilo/ 
tolueno (11:1) 

Amperometría/ 
Electrodo de 

carbono vitrificado 

Térmico 
AIBN Hidroquinona 

Polimerización por precipitación  
Las partículas se sujetan al 

electrodo con una capa de gel de 
agarosa 

Partículas 700 nm diámetro 

Fosfato salino Fosfato 
salino 

2-100 µM 
 282 

MAA/TRIM  
(1:2) y (1:4) 
Acetonitrilo 

CV, 
Amperometría/ 
Electrodo de 

carbono vitrificado 

Térmico 
AIBN Dopamina 

Inmovilización de partículas de un 
composite de nanotubos 

multicapas (funcionalizado con 
grupos vinilo) y MIP con una capa 

de gel de agarosa  
Capas de polímero de grosor 15-

20 nm  
Selectividad para epinefrina y 

ácido ascórbico  
Tiempo de respuesta: 20 min 

 
Fosfato  
salino 

Fosfato 
salino 

5.0×10-7-

2.0×10-4 
283 



 

  

Tabla 7.2.- Sensores electroquímicos basados en MIPs de base acrílica o vinílica preparados como películas. 

Monómeros Transducción/ 
substrato Iniciador Molécula 

molde Observaciones Medio de 
enlace 

Medio de 
medida Calibración Ref. 

MAA/EGDMA 
(1:5) 

cloroformo 

ISFET/Silicon 
wafer 

Térmico  
AIBN 

L-fenilalanina 
anilida 

Grosor de medidas 
Medidas en flujo. Silanización 

Mezcla de polimerización 
prensada con un vidrio 

Mala reproducibilidad entre 
sensores 

EtOH (95%) EtOH (95%) n.d. 284 

DEAEM/ 
EGDMA 
(1:5) 
DMF 

Conductométrico/ 
Filtro de vidrio 

Térmico  
AIBN Atrazina 

Mala reproducibilidad 
Se necesitan 12 horas para 

recuperación de la señal 
Tiempo de respuesta: 30 

minutos 

50 mM  
Tris pH 8 

50 mM Tris  
pH 8 

0.01-0.50  
mg L-1 285 

MAA o DEAEM 
+ EGDMA 

DMF 

Conductométrico/ 
Filtro de vidrio 

Térmico 
AIBN 

L-Fenilalanina, 
6-amino-1-

propiluracilo, 
atrazina, 

Acido salicílico 

Impresión covalente y no 
covalente 

Tiempo de respuesta: 30 min 

50 mM  
Tris pH 8 

50 mM Tris 
pH 8 1-50 µM 286 

MAA+TEDMA 
+OUA 
(DMF, 

cloroformo) 

Conductométrico Fotoquímico 
AIBN Atrazina 

Mezcla de monómeros entre 
dos placas de cuarzo 

Película fina, flexible y estable 
RSD<5% 

Membrana de 60-120µm 
Tiempo de respuesta: 6-10 min 

Fosfato 25 mM 
pH 7.5+35 mM 

NaCl 

Fosfato 25 mM 
pH 7.5+35 mM 

NaCl 
5-100 nM 287 

288 

MAA/EGDMA 
(1:4.5) DMF CV/ITO Fotoquímico 

AIBN 
Teofilina 

 

Silanización sobre ITO y unión 
covalente de la película 

polimérica 
Sólo se realizan estudios de 

selectividad 

0.1 M KNO3 
5 mM+ 

Fe(CN)6 -2 

0.1 M KNO3 
5 mM + 

Fe(CN)6 -2 
n.d. 289 

AMPS/MBA 
(1:2) H2O 

Capacitivo/Au con 
SAM de 

hexadecanotiol 

Fotoquímico 
benzofenona 

Desmetrín 
 

Capa de 10 nm 
Tiempo de respuesta: 5 min 

 

100 mM KCl + 
5 mM fosfato 

pH 7.2 

100 mM KCl + 
5 mM fosfato 

pH 7.2 
1-7 mM 290 

154 



 

 

Tabla 7.2.- Continuación. 

Monómeros Transducción/ 
substrato Iniciador Molécula 

molde Observaciones Medio de 
enlace 

Medio de 
medida Calibración Ref. 

AMPS/MBA 
(1:2) H2O 

Capacitivo/Au con 
SAM de 

hexadecanotiol 

Fotoquímico 
benzofenona 

Creatinina 
(metabolito) 

MIP formado con inmovilización 
inicial de fotoiniciador 

RSD 10%, Reproducible 6 
meses  

Tiempo de respuesta: 2 min 

100 mM KCl 
+ 5 mM 

fosfato pH 
7.2 

100 mM KCl 
+ 5 mM 

fosfato pH 
7.2. 

10 µM-600 µM 291 

MAA/EGDMA 
(1:5) 

acetonitrilo 

DPV/Electrodo de 
carbono vitrificado 

Fotoquímico 
acetofenona 

Ácido vanillil-
mandélico 

Recubrimiento bajo rotación 
Tiempo de respuesta: 25 min Acetonitrilo 

25 mM 
citrato+ 

10% 
acetonitrilo 

0.1-1.5 mM 292 

MAA/EGDMA (1:4) 
Tolueno y DMSO 
VPY/EGDMA (1:4) 

DMSO 

DPV/Electrodo de 
carbono vitrificado 

Fotoquímico 
acetofenona 

Ácido 
homovaníllico 

Recubrimiento bajo rotación 
Tiempo de respuesta: 15 min 

Tolueno o 
DMSO 

Citrato/HCl 
0.1 M + 
40 % 

acetonitrilo 

7×10-9-1×10-5 117 

MAA/EGDMA 
(1:7) 
DMF 

CV/Oro depositado 
sobre cristal de 
microbalanza 

Fotoquímico 
AIBN Atrazina 

Recubrimiento del oro con 
alilmercaptanos y unión 

covalente de la capa polimérica 
Capas de grosor no controlado 

entre 50 y 80 µm 
Tiempo de respuesta: 10 min 

Selectividad para otros 
herbicidas  

KCl 0.1 M KCl 0.1 M 1-10 µM 293 

MAA/EGDMA(1:5) 
 DMF CV/ITO-silicona Térmico 

AIBN Teofilina Silanización sobre ITO y unión 
covalente de la capa polimérica 

0.1 M KNO3 
5 mM + 

Fe(CN)6 -2 

0.1 M KNO3 
5 mM + 

Fe(CN)6 -2 
n.d 294 

MAA/EGDMA CV/Pt Fotoquímico 
benzofenona Bilirrubina 

Inmovilización inicial sobre el Pt 
de disolución de alilmercaptano 

y unión covalente del MIP 
Recubrimiento bajo rotación 

n.d n.d 
2.30×10-5-

1.19×10-4 
295 

ISFET: Transistor de efecto campo sensible a iones  ITO: óxido de indio-estaño  DMF: N, N’-dimetilformamida AMPS: ácido 2-acrilamido-2-metil-1-

propanosulfónico     MBA: N,N´-metilenediacrilamida DEAEM: dietiloaminoetil metacrilato TEDMA: trietilenglicoldimetacrilato      OUA: oligouretano acrilato  

SAM: monocapa autoensamblada        n.d: no disponible   

155 
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En todos los casos los monómeros funcionales utilizados fueron ácido 

metacrílico (MAA), 4-vinilpiridina (VPY) y derivados de acrilamida. La 

polimerización térmica se inicia normalmente con 2,2’-azo-2-isobutironitrilo 

(AIBN), mientras que la polimerización fotoquímica se lleva a cabo con 

AIBN, benzofenonas o derivados de la acetofenona. Entre los disolventes 

porogénicos, se emplea frecuentemente un disolvente polar como la 

dimetilformamida (DMF) cuando el objetivo es desarrollar un sensor para 

aplicaciones acuosas para minimizar efectos de hinchamiento284, 286, 287. Se 

han utilizado también disoluciones acuosas de monómeros para obtener 

capas muy finas en la superficie del electrodo290, 291. 

 

En las tablas anteriores se observa también que las técnicas de 

transducción que han sido empleadas para la preparación de sensores 

electroquímicos basados en MIPs pueden ser: conductométricas, 

capacitivas, amperométricas, voltamétricas, de efecto de campo y 

espectroscopía de impedancias. De ellas, la voltametría puede llegar a ser 

la técnica de transducción más selectiva, puesto que el potencial de 

oxidación o reducción es una propiedad intrínseca del analito.  

 

Se han usado varios tipos de voltametría: la de barrido lineal (LSV) y 

voltametría cíclica (CV), donde el potencial aplicado cambia linealmente 

con el tiempo, y la voltametría diferencial de pulso (DPV), donde el barrido 

de potencial aplicado no es una función lineal, sino que se forma por 

incrementos constantes en una rampa lineal. Esta última técnica ofrece 

mejor sensibilidad, porque consigue mejorar la relación señal-ruido.  

 

Con la mayoría de los tipos de transducción electroquímica y los 

dispositivos piezoeléctricos la unión de la molécula molde al MIP es 

suficiente para generar una señal analítica. Por el contrario, en aquellos 

sensores de MIPs basados en diseños amperométricos y voltamétricos es 

necesaria una etapa de transferencia electrónica.  
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Esta etapa puede dar lugar a productos que causen pasivado de la 

superficie electródica. Además, la señal no se recupera mientras la 

superficie del transductor no esté libre de productos adsorbidos, 

independientemente de la reversibilidad de la unión al elemento de 

reconocimiento.  

 

Este problema se ha tenido en cuenta en las aplicaciones publicadas, 

y en algunos casos, la fácil preparación y bajo coste de los materiales 

permiten el empleo de electrodos de un solo uso277, 278. Otra estrategia 

analítica consiste en preparar una barra de material compuesto que 

contenga partículas de MIP en una matriz sólida, donde la superficie 

puede ser regenerada por simple pulido279. Otra forma de regenerar la 

superficie es mediante lavado si se encuentra un buen disolvente para los 

productos de la reacción electródica292, aunque la recuperación total del 

electrodo es difícil debido al acceso restrictivo a través de los poros del 

polímero. Por tanto el tamaño y volumen de poros de la fase sensora será 

un aspecto crítico del diseño del sensor, y la propia tecnología de 

impresión molecular permite su manipulación a conveniencia. Se conoce, 

por ejemplo, que ciertos disolventes como el acetonitrilo generan 

mesoporos mientras que el cloroformo produce microporos36. 

 

En general, para todas estas técnicas el medio en el que se efectúan 

las medidas electroquímicas es una disolución de electrolito inerte (tablas 

7.1 y 7.2). Se observa una tendencia a trabajar con bajos valores de 

fuerza iónica (<50 mM), probablemente para facilitar las interacciones 

iónicas entre molécula impresora y polímero. Cuando se usan polímeros 

acrílicos o vinílicos las medidas se llevan a cabo frecuentemente en un 

medio mixto con disolventes orgánicos 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 tetraetil amonio para mejorar la conductividad de la 

membrana polimérica293. 

En la detección voltamétrica de analitos electroactivos, se requiere 

además que el medio de medida favorezca la liberación del analito de los 

sitios de unión y éste difunda hacia la superficie electródica. 

 

7.1.3.- Estrategias de integración transductor electroquímico-

MIP 

 

El lento desarrollo de sensores basados en MIPs parece indicar que la 

adaptación de la síntesis de estos materiales a la tecnología de sensores 

no es un asunto sencillo, y se necesitan desarrollar estrategias de 

integración específicas para este nuevo tipo de elemento de 

reconocimiento.  

Se pueden distinguir sin embargo dos tendencias: inmovilización del  

polímero acrílico molido y tamizado, y la preparación directa del material 

como película delgada sobre la superficie del transductor. 

 
 

A. Integración con material particulado 

 

Puesto que la mayoría de las aplicaciones de los MIPs requieren la 

preparación 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 inmovilización de partículas poliméricas lo más próximas 

posibles a la superficie del transductor. Así, el gel de agar se ha utilizado 

en este sentido para inmovilizar partículas de MIP en electrodos de platino 

para la detección amperométrica de morfina276, en superficies de 

electrodos de carbono vitrificado para la detección amperométrica de 

hidroquinona282, en la superficie de electrodos serigrafiados (screen-

printed) para la determinación voltamétrica de herbicidas277, o formando 

un composite gel de agar-nanotubos de carbono-MIP para la 
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determinación de dopamina283. También existen estrategias de 

incorporación de las partículas del MIP en un polímero conjugado: poli (2-

metoxi-5-(3’,7’-dimetiloctiloxi))-1,4-fenilenvinileno (OC1C10-PPV)281. 

Por otra parte, una membrana de plástico con cloruro de polivinilo 

(PVC) podría usarse para inmovilizar partículas de MIP. Esta estrategia se 

ha seguido en varias aplicaciones descritas en sensores piezoeléctricos296. 

Sin embargo, algunos autores que utilizaron transducción voltamétrica 

observaron adsorciones inespecíficas con este tipo de membranas297. 

En relación con las estrategias más frecuentes de integración de 

MIPs para el desarrollo de biosensores, la modificación de pastas de 

carbono incorporando enzimas u otros agentes ha sido ampliamente 

utilizada en combinación con transducción amperométrica.  

Estos tipos de electrodos incorporando partículas de MIP podrían 

simplificar mucho el desarrollo de sensores amperométricos y 

voltamétricos. Además, la pasta de carbono es una opción fácil para el 

diseño de sensores voltamétricos de un solo uso eliminando los problemas 

relacionados con la renovación de la superficie. Sin embargo, la necesidad 

de utilizar disolventes orgánicos 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 unión u otro tipo de medida. Con este 

tipo de estrategia sólo hemos podido confirmar la publicación de una 

aplicación en disolución acuosa280.  

Otras formas de inmovilización exploradas consisten en preparar una 

tinta compuesta incorporando las partículas de MIP para producir 

electrodos serigrafiados278, o formar un electrodo compuesto con el 

polímero particulado, grafito y una matriz sólida de unión tal como         

n-eicosano279. 
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B. Integración a través de películas poliméricas 

 

La estrategia de integración más utilizada hasta la fecha consiste en 

la preparación del elemento de reconocimiento como una película en la 

superficie del transductor. Se requiere en este caso un buen control del 

espesor de la capa del polímero 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 polímero obtenido por técnicas 

de polimerización radicalaria son: 

 

- Recubrimiento bajo rotación (spin-coating)117, 292, 298-301: una alícuota 

de la mezcla de polimerización se deposita sobre la superficie del 

electrodo y se somete a rotación a una velocidad controlada. El exceso 

de mezcla precursora se elimina y sólo queda una capa fina en la que 

se produce el proceso de polimerización. 

 

- Silanización: el sustrato metálico se empapa en una disolución de                

3-metacrilopropiltrimetoxisilano. Luego, se sumerge en la mezcla de 

monómeros acrílicos. Después de la polimerización, el copolímero 

débilmente adsorbido se elimina por lavado en agua, y sólo el polímero 

unido covalentemente permanece en la superficie electródica154, 284, 289, 

294. 

 
- Técnica sandwich: una gota de mezcla de polimerización 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 preparación 

de sensores piezoeléctricos y membranas para conductometría285-288, 
302-304. 
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- “Grafting” : inmovilización del iniciador radicalario sobre la superficie 

del transductor. Posteriormente se deposita la mezcla de 

polimerización, y después de eliminar el exceso, sólo una fina película 

permanece sobre la superficie del sensor290, 291. 

 

- Empleo de alilmercaptanos: se sumerge el electrodo en una 

disolución de alilmercaptano (2-propeno-1-tiol) para introducir grupos 

vinilo a la superficie de oro o platino. Posteriormente se adiciona la 

mezcla de polimerización y el MIP se une covalentemente a la 

superficie293, 295. 

 

Quizá la información más relevante que puede extraerse de los datos 

de la bibliografía en relación a la preparación de películas poliméricas 

molecularmente impresas para sensores es que su flexibilidad (controlada 

por la relación de monómero funcional a entrecruzador, o por adición de 

monómeros de la familia de los oligouretanos) es un parámetro relevante 

directamente relacionado con las prestaciones analíticas del sensor. Las 

fórmulas más tradicionales incluyen altas relaciones de entrecruzador (5 a 

1 de monómero funcional) para favorecer la creación de sitios de 

impresión y obtener la fortaleza mecánica requerida para fases 

estacionarias cromatográficas.  

 

Una observación importante de algunos autores es que con menos 

de un 20% de entrecruzador todavía es posible observar efectos de 

memoria mediante ensayos de unión176.  

 

Finalmente, se ha observado en algunos casos que cuando se usan 

películas delgadas para sensores, algún grado de flexibilidad del polímero 

favorece la unión de la molécula impresora y mejora la adherencia a la 

superficie electródica. Esta tendencia fue seguida con diseños ópticos305, 

306 y piezoeléctricos176, 302-304, 307 y sólo con algunos tipos de sensores 
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electroquímicos287, 288, 290, 291. En consecuencia, siempre es necesario un 

compromiso entre la proporción mínima de entrecruzador necesaria para 

observar memoria para el analito y la suficiente flexibilidad polimérica para 

tener adherencia. 

 

7.1.4.- Características analíticas 

 

Se resumen a continuación las características analíticas encontradas 

en los trabajos sobre sensores electroquímicos basados en tecnología de 

impresión molecular. 

 

A. Límites de detección 

 

Frecuentemente se ha publicado que uno de los principales 

problemas del desarrollo de aplicaciones analíticas con MIPs acrílicos es la 

dificultad de obtener bajos límites de detección302. Por tanto, en el diseño 

de sensores electroquímicos es aconsejable el empleo de tipos de 

transducción más sensibles, como por ejemplo, amperometría o DPV, 

aunque el límite de detección seguirá dependiendo de una combinación 

del tipo de transducción y de las características relacionadas con la fase de 

reconocimiento. 

 

B. Selectividad 

 

Una de las dificultades de los protocolos de medida que suelen hacer 

necesaria una etapa de extracción en el elemento de reconocimiento 

(MIP) es el fuerte efecto de la adsorción inespecífica en la superficie 

electródica, particularmente cuando se utilizan electrodos de carbono277. 

En algunos casos, se ha examinado la selectividad del elemento de 

reconocimiento mediante una serie de ensayos de unión, pero no con el 

sensor, ignorando de esta forma importantes interferencias278.  
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En este sentido, la voltametría como técnica de transducción tiene la 

ventaja adicional de permitir optimizar el medio de unión y el medio de 

medida separadamente para mejorar la selectividad. (Los restantes tipos 

de transducción electroquímica usan el mismo medio de medida para la 

unión y la detección). Además, interferentes estructuralmente próximos 

pueden ser identificados por sus diferentes potenciales electroquímicos292.  

 

C. Reproducibilidad 

 

Idealmente, estos sistemas de reconocimiento deberían ser 

completamente reversibles mediante ciclos alternativos de lavado y unión 

para recuperar las propiedades de reconocimiento. A veces, la 

recuperación completa requiere largos tiempos de lavado de hasta 12 

horas286. Sin embargo, la recuperación parcial de un elemento de 

reconocimiento no es un problema porque los sensores electroquímicos 

basados en MIPs pueden extenderse a dispositivos desechables de bajo 

coste. Igualmente, se han publicado aplicaciones con electrodos 

serigrafiados277, 278.  

 

D. Aplicación a muestras reales 

 

Los sensores publicados hasta la fecha han sido ensayados sólo con 

disoluciones patrón, encontrándose en la bibliografía una única publicación 

para muestras enriquecidas (clenbuterol en extractos de hígado279). Por lo 

tanto, todavía no hay datos sobre la influencia de los efectos de matriz en 

la respuesta de sensores con diferentes tipos de elementos de 

reconocimiento y transducción. 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 partículas de MIP que con películas poliméricas, debido 

a la dificultad de difusión. Con los primeros, el tiempo de respuesta del 

sensor está relacionado íntimamente con el tamaño de partícula. La 

mayoría de autores que trabajan con partículas de MIP utilizan fracciones 

de partículas superiores a 25 µm279 o incluso 50 µm278. Los sensores así 

construidos conducen a procesos de difusión intrapartícula con cinéticas 

muy lentas y, consecuentemente, largos tiempos de respuesta, aunque 

recientemente se han publicado estudios con tamaños de partícula 

menores280-283.  

Los tiempos de respuesta más cortos se alcanzaron cuando el 

polímero se sintetiza en forma de capa delgada sobre el transductor290, 291. 

 

Los sensores que usan MIPs acrílicos o vinílicos tienen buena 

estabilidad durante almacenamiento prolongado (más de 6 meses en 

algunos casos), como cabría esperar para un polímero altamente 

entrecruzado. 

 

En base a lo expuesto en esta sección, se ha seleccionado como 

sistema de prueba para la comprobación de las predicciones teóricas, la 

preparación de un MIP como película delgada sobre la superficie de un 

electrodo de carbono vitrificado mediante la técnica de recubrimiento bajo 

rotación y polimerización fotoquímica. La técnica de medida empleada fue 

voltametría diferencial de pulso (uno de los tipos de transducción más 

selectivos y sensibles). Con los escasos antecedentes bibliográficos para 

este tipo de transducción, se puede decir que esta segunda parte del 

trabajo constituye por sí sola un gran reto. 
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7.2.- Oxidación electroquímica del ácido homovaníllico 

sobre electrodos de carbono vitrificado 

 

La caracterización del comportamiento electroquímico del HVA sobre 

electrodos de carbono vitrificado se realizó utilizando como técnica de 

trabajo la voltamperometría cíclica. En la figura 7.1 se muestra el 

voltamperograma cíclico obtenido a una concentración de HVA de      

2×10-4 M en una disolución de citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10. El barrido 

lineal de potencial se llevó 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. 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 7.1.- Voltamperograma cíclico obtenido a una concentración de 

HVA de 2×10-4 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 observó un proceso redox irreversible en el primer barrido, 

presentando un pico de oxidación O1 a un potencial de 0.806 V, y un pico 

de reducción R1 a un potencial de 0.410V. En el segundo barrido de 

potencial aparece un segundo pico de oxidación O2  a un potencial de 

0.596 V, fruto de la oxidación del HVA.  
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Como se ha descrito para electrodos de pasta de carbono (apartado 

6.2), este voltamperograma cíclico se corresponde con una oxidación 

seguida de reacción química rápida acoplada203, 204. Parece ser que el 

mecanismo de la oxidación en disolución ácida involucra dos electrones a 

través de una reacción química rápida con agua para eliminar un mol de 

metanol y la quinona correspondiente. 

 

Al igual que en el capítulo anterior, se escogió como señal analítica 

para la determinación de HVA el pico de oxidación O1 a pH=1.10 puesto 

que es el pH al que se obtiene una mayor sensibilidad en la señal. Este 

proceso se empleó para desarrollar un método de análisis por 

voltamperometría diferencial de pulso. La gráfica de calibración se 

muestra en la figura 7.2. 
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Figura 7.2. (Tablas, T-11).- Gráfica de calibración para HVA obtenida con 

un electrodo de carbono vitrificado mediante voltametría diferencial de 

pulso. 

 

Se obtuvo una respuesta lineal con la concentración de analito en el 

intervalo de concentraciones de 5.0×10-7 M a 2.0×10-4 M, con un límite de 

detección de 2.3×10-6 M. La ecuación de la recta de calibrado es la 

siguiente: 
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7.3.- Electrodos modificados con polímeros 

molecularmente impresos para ácido 

homovaníllico.  

 

7.3.1.- Optimización de la respuesta del sensor 

 

Para la preparación del elemento de reconocimiento (polímero 

impreso) se seleccionaron los monómeros y porógeno óptimos localizados 

mediante el método computacional basado en cálculos DFT desarrollado 

en este trabajo (apartados 4.2.6 y 4.2.7), es decir, TFMAA como 

monómero funcional y tolueno como disolvente. El objetivo es realizar una 

comprobación experimental de la idoneidad de esta selección. Los 

resultados se muestran en los sucesivos apartados de este subcapítulo. 

 

A. Efecto del tiempo bajo radiación UV antes de la rotación    

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

 

En primer lugar, se realizaron pruebas para seleccionar el volumen 

de mezcla de polimerización óptima a depositar sobre el electrodo para 

obtener un recubrimiento por rotación (spin coating). Puesto que después 

del recubrimiento se realizó una rotación a 3000 rpm para eliminar el 

exceso de mezcla precursora, y con menos de 5 µl no se conseguía cubrir 

totalmente el área del electrodo, se escogió un volumen de 10 µl como 

óptimo.  

Uno de los parámetros a optimizar para construir un sensor mediante 

la formación de capas de polímero in situ sobre la superficie del electrodo 

es el tiempo que el electrodo modificado es sometido a radiación 

ultravioleta previamente a la rotación. Este parámetro, denominado en lo 

i/µA= (33.44±0.53)[HVA]/mM + (0.06±0.02)   r= 0.996 n=8
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sucesivo como t (UV), es crítico para controlar el espesor de la capa 

polimérica resultante. De hecho, valores de t (UV) superiores a cinco 

minutos conducen a capas de polímero 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 rápido avance de la polimerización fotoquímica. 

Para confirmar esta hipótesis, se sintetizaron diversas capas a 

diferentes t (UV) midiéndose el espesor de las mismas mediante un 

microscopio óptico, previamente embutidas en una resina polimérica epoxi 

y cortadas a la mitad de su diámetro (sección 5.1.2). Posteriormente, 

algunas capas embutidas en la resina fueron sometidas a un tratamiento 

de anodización con una fina capa de oro antes de la medida y otras fueron 

observadas al microscopio sin ningún otro tratamiento, de ahí que en este 

último caso se observe una tonalidad azulada. Las imágenes obtenidas se 

muestran en la figura 7.3. 

 

           

                (a)                              (b)                              (c) 

Figura 7.3.- Imágenes de capas de polímero impreso para HVA 

sintetizadas sobre la superficie de un electrodo de carbono vitrificado a 

diferentes t (UV) obtenidas por microscopía óptica. (a) 2.5 min; (b) 3 min; 

(c) 4 min. 

 

Las membranas de polímero acrílico 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 polímero impreso (MIPE) y no 

impreso (NIPE).  
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Construcción de un sensor voltamétrico para HVA 

 169

Las capas tienen una forma ligeramente curvada y además pueden 

observarse fracturas en la mayor parte de ellas. Estas imágenes confirman 

lo que es un hecho bien conocido de los polímeros acrílicos: en función de 

que estén o no en contacto con un disolvente y dependiendo de la 

naturaleza de éste, sufrirán diferentes procesos de compresión y 

distensión que conducen finalmente a la generación de fracturas en el 

polímero. En el experimento, las capas de polímero irremediablemente 

quedan sin disolvente una vez que se embuten en la resina polimérica, lo 

que acentúa sin duda los fenómenos anteriores. 

 

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

en la figura 7.4. 
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Figura 7.4. (Tablas, T-12).- Efecto de t (UV) en el espesor de la capa.  

 

Como puede verse en la gráfica, 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 impidió que se midiera su espesor con el microscopio. 

Además de obtener medidas del espesor de la capa, el microscopio óptico 

permitió estimar el diámetro de los poros de la membrana polimérica. Con 

este fin, se seleccionó la imagen correspondiente a la superficie de una 

capa de polímero obtenida con un valor de t (UV) de 3 minutos. En la 

figura 7.5 se muestra dicha imagen obtenida por microscopía óptica.  
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Figura 7.5.- Imagen obtenida por microscopía óptica de la superficie de 

una capa de polímero impreso sintetizada sobre un electrodo de carbono 

vitrificado para un t (UV) de 3 min.  

 

En la figura se observa que los poros tienen diversas formas y 

tamaños. Mediante el programa Digital Micrograph 3.7.1 se midió el 

diámetro de un total de 1745 poros que aparecían en dicha imagen. Como 

diámetro de poro se tomó la mayor distancia entre dos tangentes 

paralelas en lados opuestos de la sección del poro recogida en la 

micrografía. El valor promedio en este caso fue de 16 ± 1 µm.  

Dado que no fue posible despegar del electrodo las capas 

poliméricas más finas obtenidas con t (UV) menores, las que se esperaba 

que tuvieran mayor utilidad analítica, no se continuó con este estudio. 

 

Para estudiar el efecto de t (UV) en la capacidad de reconocimiento 

de la capa, se sintetizaron a partir de la misma mezcla de polimerización 

electrodos modificados con polímero molecularmente impreso (MIPE) con 

distintos t (UV). Con cada electrodo se realizó una incubación de 15 

minutos en disoluciones de tolueno con concentración creciente de HVA. 

Después de eliminar el material débilmente adsorbido mediante lavado 

con acetonitrilo durante cinco segundos, se realizó 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 midió la intensidad del pico del proceso de oxidación 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 t (UV) de 1, 2 y 3 minutos.  

  

Figura 7.6. (Tablas, T-13).- Curvas de respuesta para tres MIPEs 

sintetizados a distintos t (UV): ( ): 1minuto; ( ): 2 minutos; ( ): 3 

minutos; tras incubaciones de 15 minutos en disoluciones de HVA en 

tolueno. Las medidas se realizaron en una disolución de citrato/HCl 0.1 M 

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

 

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

concentraciones de HVA más bajas. 
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Figura 7.7.- Curvas de respuesta para tres MIPEs sintetizados a t (UV) 

distintos: ( ): 1minuto; ( ): 2 minutos; ( ): 3 minutos; para la zona de 

concentraciones de HVA más bajas. 

 

Podemos observar que a bajos t (UV) el menor espesor de la capa 

está ligado a una mayor capacidad de reconocimiento de la misma. En 

consecuencia, el tiempo óptimo de irradiación para producir electrodos 

modificados con una buena respuesta voltamétrica fue de un minuto. 

 

Además, en todos los casos, la curva de respuesta obtenida al 

ajustar la concentración de HVA a una escala logarítmica es exponencial, 

asemejándose 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 prepolimerización 

 

La proporción entrecruzador: monómero funcional se mantuvo en 

una relación 1:4 puesto que es una relación comúnmente empleada en la 

bibliografía. En cuanto al volumen óptimo de disolvente porogénico, en 

base a estudios previos292 se escogió un volumen de porógeno de 250 µl.   
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Se seleccionó como medio de incubación el porógeno empleado en 

la mezcla de polimerización, en nuestro caso tolueno, puesto que hay 

estudios que indican que se obtiene una mayor capacidad de 

reconocimiento cuando la etapa incubación se realiza en ese medio226. 

Además, el disolvente de incubación idealmente ha de proporcionar un 

medio apolar que favorezca la formación de puentes de hidrógeno, puesto 

que es la interacción más fuerte e importante en el reenlace, como 

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

C. Optimización del disolvente porogénico 
 

Con el fin de comprobar la idoneidad del disolvente porogénico 

predicho por los métodos teóricos, se modificó un electrodo con una 

película polimérica sintetizada con acetonitrilo como disolvente 

porogénico. En este caso no se observó respuesta después de una 

incubación 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 señal del MIPE 

veinticinco veces superior cuando se emplea como disolvente porogénico 

el tolueno. Este hecho experimental confirma los resultados teóricos.  

 
Figura 7.8. (Tablas, T-14).- Representación semi-logarítmica de los 

calibrados para dos electrodos modificados con polímero molecularmente 

impreso sintetizados en tolueno ( ) y cloroformo ( ) con un valor de         

t (UV) de dos minutos.  
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Puesto que la incubación se realizó en tolueno y la medida se realizó 

en electrolito acuoso, se necesitó introducir una etapa adicional con el fin 

de eliminar adsorciones inespecíficas, y favorecer la miscibilidad con el 

medio de medida. Después de varias pruebas de miscibilidad, se observó 

que el acetonitrilo era el mejor disolvente. Se optimizó también la duración 

de esta fase. Como muestra la figura 7.9, la señal es bastante estable con 

el tiempo. En base a este estudio, y por conveniencia operacional, se 

escogió finalmente un tiempo de 5 segundos.  
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Figura 7.9. (Tablas, T-15).- Variación de la intensidad de corriente para un 

electrodo modificado con polímero molecularmente impreso (MIPE) (•) y 

para un electrodo modificado con polímero no impreso (NIPE) ( ) 

sintetizados a un valor de t (UV) de un minuto frente al tiempo de lavado 

en acetonitrilo después de una incubación en una disolución de HVA de 

concentración 5×10-5 M en tolueno. Las medidas voltamétricas se 

realizaron en una disolución de citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 exenta de 

HVA, con un 40% de acetonitrilo. 

 

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

dieciocho veces mayor que para NIPE. 

 

 

t/min
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Se evaluó también la influencia de la señal 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 disminución de la misma a 

medida que aumentaba el tiempo de equilibrado en el medio. En 

consecuencia, se escogió como tiempo óptimo de equilibrado 10 segundos 

(Tablas, T-16). 

 

D. Optimización del monómero funcional 

 

Con objeto de estudiar la influencia del monómero funcional en la 

capacidad de reconocimiento del sensor se sintetizaron electrodos 

modificados con polímero molecularmente impreso (MIPE) y no impreso 

(NIPE) a un t (UV) de un minuto en tolueno y DMSO empleando TFMAA, 

MAA y VPY como monómeros funcionales (la baja solubilidad del 

monómero VPY en tolueno impide la preparación 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 disolución de HVA de concentración   

5×10-5 M en tolueno y en DMSO, el mejor y el peor disolvente porogénico 

respectivamente, según las predicciones teóricas. 
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Tabla 7.3.- Intensidades de corriente obtenidas para MIPE y NIPE 

sintetizados a un t (UV) de un minuto con distinto monómero funcional y 

disolvente porogénico e incubados en una disolución de HVA de 

concentración 5×10-5 M en tolueno y DMSO. 

i/µA 
 

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 monómero funcional óptimo en tolueno es el TFMAA, ya que es el 

que conduce a una mayor corriente de pico, seguido del MAA. La relación 

MIPE/NIPE es del orden de 20 veces para TFMAA y de 10 veces para MAA, 

lo que confirma nuevamente el acierto en la selección del TFMAA como 

monómero funcional.  

Utilizando DMSO como disolvente, el efecto de la impresión 

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 monómeros estudiados.                

En consecuencia, el elemento de reconocimiento con mayor afinidad por el 

HVA es el que se obtiene empleando TFMAA como monómero funcional y 

tolueno como disolvente porogénico, de acuerdo con las predicciones 

computacionales.  

Por último, la figura 7.10 verifica estas conclusiones. En la misma se 

representan las curvas de calibración para dos MIPEs de TFMAA y MAA 

sintetizados en tolueno. 
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Figura 7.10. (Tablas, T-17).- Gráficas de calibración obtenidas para dos 

MIPEs sintetizados con TFMAA (•) y MAA ( ) en tolueno tras un valor de   

t (UV) de un minuto. Las medidas voltamétricas se realizaron en una 

disolución 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 polimerización 

 

Los agentes retardantes o inhibidores de la polimerización, como por 

ejemplo el polivinilacetato (PVAC) o el isooctano, se han empleado 

recientemente en la síntesis de películas delgadas de polímeros acrílicos. 

En la bibliografía se han encontrado tres referencias relativas al efecto de 

los agentes retardantes o inhibidores de la polimerización en la síntesis de 

películas delgadas de polímero acrílico308-310. Según los autores, el empleo 

de retardantes de la polimerización induce una separación de fases, que 

en teoría generaría un mayor número de poros en la membrana. Estos 

poros favorecerían la migración del analito a través de la capa y 

mejorarían la capacidad de reconocimiento309. Las capas de polímero 

acrílico que contienen PVAC como agente retardante se sintetizan sobre 

una superficie de silicio y se realizan ensayos de unión con objeto de 

determinar la capacidad de reconocimiento del polímero. En estos 
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estudios, la mezcla óptima que conduce a una mayor capacidad del 

polímero es la formada por dietilenglicol dimetiléter (diglyme) como 

disolvente porogénico y un 10% p/v de PVAC. Una posible explicación que 

se puede dar a este hecho experimental es que la adición de un polímero 

lineal no reactivo en la mezcla de prepolimerización induce la separación 

de fases de una forma más agresiva y consecuentemente favorece la 

formación de poros en el polímero. 

Con objeto de comprobar el efecto del agente retardante o inhibidor 

de la polimerización en la capacidad de reconocimiento del sensor, se 

sintetizaron electrodos modificados con polímero impreso empleando 

diglyme como disolvente porogénico con diferentes proporciones de dos 

tipos de retardantes: isooctano, un retardante no vinílico y de carácter 

apolar, y polivinilacetato, un retardante polimérico lineal y de carácter 

polar. 

Cabría esperar que el efecto retardante o inhibidor de la 

polimerización se pusiera de manifiesto mediante un aumento de t (UV). 

Cuanta mayor fuera la proporción del agente retardante en la mezcla, 

mayor sería el t (UV) necesario para formar una fina membrana.  

Las figuras 7.11 y 7.12 muestran el efecto inhibidor de la 

polimerización para los dos retardantes ensayados. 
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Figura 7.11. (Tablas, T-18).- Influencia del porcentaje de isooctano en el  

t (UV) necesario para iniciar la polimerización. 
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Figura 7.12. (Tablas, T-19).- Influencia del porcentaje peso/volumen de 

polivinilacetato en el t (UV) necesario para iniciar la polimerización. 

 

El empleo de isooctano como retardante de la polimerización 

conduce a una variación prácticamente lineal de t (UV) con el porcentaje 

de retardante. A medida que aumenta el porcentaje de isooctano en la 

mezcla, t (UV)  aumenta, desde los diez minutos para una mezcla en 

diglyme puro sin inhibidor, hasta los treinta minutos, cuando el disolvente 

es únicamente isooctano.  

Sin embargo, el empleo del polivinilacetato como agente retardante, 

conduce a un comportamiento distinto. A medida que el porcentaje de 

inhibidor aumenta, t (UV)  disminuye, justo lo contrario que ocurría con el 

isooctano. Este hecho, lejos de contradecir la idea de que el PVAC inhibe 

la polimerización, lo que refuerza es una evidencia experimental: a medida 

que aumenta el porcentaje de PVAC, la mezcla se hace visiblemente más 

densa, requiriendo menor t (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 disolución de HVA 4.76×10-4 M en diglyme, se 

observa que lejos de aumentar la capacidad de reconocimiento del sensor 
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con un aumento de la concentración de inhibidor, ésta disminuye 

ligeramente como se demuestra en la figura 7.13. 
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Figura 7.13. (Tablas, T-20).- Variación de la intensidad de corriente con el 

porcentaje peso/volumen de polivinilacetato para una capa sintetizada con 

diglyme como disolvente porogénico. La incubación se realizó en una 

disolución de HVA de concentración 4.76×10-4 M en diglyme. 

 

En la bibliografía encontrada se emplearon porcentajes de PVAC 

hasta de un 10 % p/v. En nuestro caso, fueron ensayados porcentajes 

superiores, sin embargo, la difícil solubilidad del PVAC en diglyme y 

tolueno y la gran densidad que adquiría la mezcla de polimerización no 

permitió sintetizar capas finas con adecuadas características de 

reconocimiento. 

 

Un comportamiento similar al PVAC se observó cuando se 

sintetizaron capas en diglyme con diferentes proporciones del otro 

retardante estudiado, isooctano, y se incubaron en una disolución de HVA 

de concentración 4.76×10-4 M en diglyme. Al igual que con PVAC, la 

intensidad de la señal disminuye a medida que aumenta el porcentaje de 

retardante en la mezcla de polimerización (figura 7.14). 
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Figura 7.14. (Tablas, T-21).- Variación de la intensidad de corriente con el 

porcentaje de isooctano para una capa sintetizada con diglyme como 

disolvente porogénico. La incubación se realizó en una disolución de HVA 

de concentración 4.76×10-4 M en diglyme. 

 

Para terminar de confirmar que efectivamente el empleo de 

retardantes de la polimerización no mejora la capacidad de reconocimiento 

del sensor independientemente del disolvente porogénico empleado, se 

realizó un experimento paralelo al anterior, en el que se sintetizaron 

membranas poliméricas con diferente proporción de isooctano empleando 

como disolvente porogénico tolueno en lugar de diglyme. La incubación se 

realizó en una disolución de HVA de concentración 4.76×10-4 M en tolueno. 

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.15. 
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Figura 7.15. (Tablas, T-22).- Variación de la intensidad de corriente con el 

porcentaje de isooctano para una capa sintetizada con tolueno como 

disolvente porogénico. La incubación se realizó en una disolución de HVA 

de concentración 4.76×10-4 M en tolueno.  

 

Nuevamente, se observa la misma tendencia comentada 

anteriormente: una disminución 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 preconcentración de HVA en el polímero durante la etapa de 

incubación. Cuando se reduce esta capacidad porque el polímero 

sintetizado tiene una estructura muy abierta (si se ha usado más 

disolvente porogénico o retardantes) se preconcentra una cantidad menor 

y disminuye la señal. 

Por último, se puede afirmar que la utilización de tolueno como 

disolvente porogénico aumenta la sensibilidad de la capa en más de tres 

veces con respecto a una membrana sintetizada con diglyme. Con el fin de 

asegurar esta conclusión se llevó a cabo un ensayo en el que se 

sintetizaron capas de polímero en diglyme y tolueno como disolvente 

porogénico incubando en diferentes disolventes de incubación. Los 

resultados obtenidos se recogen en la figura 7.16. 
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Figura 7.16. (Tablas, T-23).- Variación de la intensidad de corriente con la 

naturaleza del disolvente de incubación para capas sintetizadas en tolueno 

(    ) y capas sintetizadas en diglyme (    ), respectivamente. La incubación 

se realizó en una disolución de HVA de concentración 4.76×10-4 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 películas poliméricas sintetizadas en incubadas en diglyme 

presentan idéntico comportamiento: mayor retención del analito cuando la 

incubación se realiza en el disolvente porogénico.  

Se comprobó 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 incorporación de agentes retardantes en la mezcla 

de polimerización lejos de mejorar las capacidades de enlace del polímero, 

las empeora, por lo que no se emplearán en el futuro. 
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F. Optimización del tiempo de incubación 

 

La figura 7.17 muestra cómo varía la intensidad de corriente de un 

electrodo modificado con polímero impreso (MIPE) con el tiempo de 

incubación. Puesto que no se observó un aumento de señal apreciable por 

encima de 15 minutos para una concentración de HVA determinada, el 

tiempo de incubación en sucesivas experiencias se fijó en ese valor.  

 

 

Figura 7.17. (Tablas, T-24).- Variación de la intensidad de corriente de un 

MIPE sintetizado a un t (UV) de un minuto con el tiempo de incubación en 

tolueno para una concentración de HVA de 5×10-5 M. 

 

G. Selección del disolvente de lavado 

 

Se ensayaron distintos disolventes con el fin de regenerar la fase 

sensora. Se encontró que 10 minutos de lavado en una mezcla de dioxano 

con un 20% v/v de metanol después de cada incubación fue suficiente 

para registrar fondos completamente limpios en el barrido de potenciales. 
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7.3.2.- Relación de señales MIPE/NIPE en las condiciones 

seleccionadas 

 

En la figura 7.18 se presenta la señal voltamétrica obtenida para un 

electrodo modificado con polímero molecularmente impreso (MIPE) y para 

un electrodo de control o modificado con polímero no impreso (NIPE) 

sintetizados en tolueno para un t (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 polimerización, y al éxito del proceso de impresión molecular. 

 
Figura 7.18.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido con un MIPE 

(línea de trazo grueso) y un NIPE (línea de trazo fino) en una reguladora 

de citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 exenta de HVA con un 40% de 

acetonitrilo, previa etapa de incubación en una disolución de HVA de 

concentración 5×10-5 M en tolueno. Las líneas de trazo discontinuo 

corresponden a los fondos obtenidos en cada caso. 

 

A la vista de los resultados obtenidos, se puede confirmar que tanto 

la selección a priori de los monómeros y el porógeno utilizados en el 

polímero, como las condiciones experimentales utilizadas conducen a un 

eficaz elemento de reconocimiento en el sensor. 
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7.3.3.- Estudio electroquímico de la permeabilidad de las capas 

poliméricas con electrodo de disco rotatorio 

 

A.  Fundamento 

 

En la bibliografía se encontraron varios modelos que describen el 

transporte de materia de especies en disolución en superficies electródicas 

a través de capas de polímero311-318.  

 

Los procesos de reducción y oxidación de especies en disolución a 

través de electrodos modificados con polímeros en intervalos de potencial 

donde el polímero no es electroactivo han sido abordados teóricamente 

mediante dos modelos distintos. Ambos comienzan tratando el polímero 

como una capa finita en contacto con una región semi-infinita, que es la 

disolución.  

 

Gueshi, Tokuda y Matsuda319 propusieron el modelo de agujeros o 

pinhole model. En este modelo, el polímero se considera como una capa 

no porosa en la superficie electródica que contiene como defectos muchos 

agujeros pequeños. El transporte de masa de las especies en disolución a 

la superficie electródica tiene lugar por difusión a través de dichos canales 

llenos de disolución.  

 

El modelo denominado modelo de membrana, se basa en la 

suposición de que se establece un rápido equilibrio de reparto en la 

interfase polímero/disolución, por lo que es el que mejor se adapta a las 

membranas poliméricas preparadas en este trabajo. El modelo ha sido 

desarrollado para cronoamperometría por Peerce y Bard320 y para medidas 

amperométricas con electrodo de disco rotatorio por Gough y Leypoldt321. 

Estos últimos autores plantearon un modelo basado en la ecuación de 

Koutecky-Levich. Las ecuaciones que propusieron fueron las siguientes:  
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donde id  representa la corriente de difusión, iL la corriente límite de 

Levich, y Ps y Pm representan la permeabilidad de la disolución y la 

membrana, respectivamente. 

 

La corriente de Levich se calcula según la ecuación: 

 
1/2

B
-1/62/3

L ωCν0.62nFADi =                                                               [7.2] 

 

Donde n es el número de electrones intercambiados durante la reacción 

en el electrodo, F  es la constante de Faraday (96487 Culombios/mol), A 

el área de la superficie electródica (en cm2), D el coeficiente de difusión 

de las especies en disolución (en cm2/s), ν  la viscosidad cinemática de la 

disolución (1.0038×10-2
  cm2/s a 20ºC), CB  la concentración de especies 

reaccionantes en la disolución (en mol/cm3) y ω la velocidad de rotación 

del electrodo rotatorio (en rad/s).  

 

La permeabilidad de la disolución se expresa como: 

d
s δ

D
P =                                                                                        [7.3] 

 

Donde δd , el espesor de la capa de difusión en la interfase líquida de la 

membrana y que se calcula como: 

 
2/16/13/1

d ωνD6.1δ -=                                                                      [7.4] 

 

La permeabilidad de la membrana se deduce de la expresión: 
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m

m
m δ

Dα
P =                                                                                                          [7.5] 

 

Donde α  es el coeficiente de reparto, Dm el coeficiente de difusión de las 

especies reaccionantes en la membrana y δm es el espesor de la 

membrana. Dividiendo la corriente límite por el área superficial se obtiene: 
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L ωCνDFn62.0

A
ij -==                                                    [7.6] 

 

Y sustituyendo las ecuaciones [7.4]-[7.6] en la ecuación [7.1] se obtiene: 
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Donde jd es la densidad de corriente de difusión. Debido a la formación del 

polímero sobre la superficie del electrodo no toda el área superficial estará 

disponible para dar lugar a la reacción, por lo que a priori no podemos 

calcular jd. 

 

Empleando la relación entre id e iL (ecuación [7.1]) y teniendo en 

cuenta la ecuación [7.3] y [7.4] llegamos a la ecuación siguiente:  

 

( )
⎥
⎥
⎥
⎥

⎦

⎤

⎢
⎢
⎢
⎢

⎣

⎡

+=
m

2/16/13/1

dL P
ωνD6.1

D

1ii
-

                                                     [7.8] 

 

Donde id  es la corriente de difusión que se mide, D es el coeficiente de 

difusión de la especie electroactiva en disolución, ν  es la viscosidad 
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cinemática del medio y ω es la velocidad de rotación. Todos estos 

parámetros son conocidos excepto A, el área de la superficie electródica y 

Pm, la permeabilidad de la capa.  

Dividiendo la expresión [7.8] por el área superficial se obtiene una 

expresión para jL [7.9], que relaciona la densidad de corriente límite con la 

corriente de difusión: 

 

A
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En el método propuesto por J.I. Reyes De Corcuera y 

colaboradores322, se empleó un procedimiento iterativo para calcular 

simultáneamente tanto el área superficial como la permeabilidad de la 

capa.  

Para ello, se midió iL a diferentes velocidades de rotación para un 

electrodo de carbono vitrificado sin modificar e id para un electrodo de 

carbono vitrificado modificado con una capa polimérica. Con el valor de 

área obtenido para el electrodo de carbono vitrificado sin modificar 

(calculada a partir de la ecuación de Levich o Cottrell) se calculó jLbare para 

cada velocidad de rotación. Para el caso de un electrodo modificado con 

membrana polimérica es necesario emplear un método iterativo, por lo 

que se utilizó la función Solver de Microsoft Excel 2003. Inicialmente, se 

dio un valor de siembra para el área superficial A, y para la permeabilidad 

de la membrana Pm en la ecuación [7.9], de forma que se pudo obtener 

un valor estimado denominado jLcalc para cada velocidad de rotación.  

Se tomaron los logaritmos decimales de jLbare y jLcalc y se calculó RSS 

(la suma del cuadrado de las diferencias entre los valores log(jLbare) y 

log(jLcalc) para cada velocidad de rotación) y TSS (la suma del cuadrado de 

las diferencias entre log(jLbare) para cada velocidad de rotación y la media 

de log(jLbare)). La convergencia del proceso iterativo tiene lugar cuando se 
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minimiza la relación RSS/TSS para que R2 (1-RSS/TSS) alcance un valor 

próximo a 1.  

 

Como se observa en la ecuación [7.6], jL es lineal con la raíz 

cuadrada de la velocidad de rotación y es independiente de la capa. De 

este modo, una vez que se da un valor de siembra al área superficial, A, y 

se calcula jLcalc, este valor diferirá de la densidad de corriente real jLbare, 

medida con un electrodo de carbono vitrificado sin modificar en un factor 

constante, confirmando que el valor de Pm es correcto.  

 

Otro método alternativo para calcular Pm y A es a través de la 

ecuación de Koutecky-Levich (expresión obtenida a partir de la 

reordenación de los términos de la ecuación [7.7]). 

 

2/1
B

6/13/2
mBd

1
CnFAD62.0

1
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1
i
1

ων −+=                                     [7.10] 

 

De la ordenada en el origen del ajuste id
-1 frente a ω-1/2, puede 

determinarse el producto de A por Pm y A puede calcularse de la 

pendiente. Los dos sumandos de la ecuación representan respectivamente 

las velocidades de difusión del soluto a través de la membrana y a través 

de la capa de Levich en disolución.  

Si D2/3ν-1/6ω1/2 << Pm (el caso de una capa muy fina o de un elevado 

valor de Pm), la difusión a través de la capa de Levich es la más lenta de 

las dos y un ajuste id
-1 frente a ω-1/2 es lineal con ordenada en el origen 

igual a cero (ecuación de Levich). Si la difusión a través de la membrana 

es más lenta, de la ordenada en el origen puede calcularse Pm. 

 

Se pueden extraer importantes conclusiones a partir de la ecuación 

de Koutecky-Levich: 
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1. La pendiente de la ecuación debe conducir al mismo valor de D 

para un electrodo de carbono vitrificado sin modificar en electrodo 

rotatorio, independientemente del valor de CB o espesor de la 

membrana, δm. 

 

2. La ordenada en el origen debería ser inversamente proporcional a 

CB y directamente proporcional a δm. 

 

La principal limitación de este método es que requiere de una 

extrapolación de los datos a partir de la pendiente y la ordenada en el 

origen de la recta de Koutecky-Levich para obtener A y Pm, mientras que 

el método propuesto por J. I. Reyes De Corcuera y colaboradores permite 

calcular simultáneamente los dos parámetros, aunque sea preciso cierto 

trabajo computacional. 

 

A continuación, se mostrarán 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. Caracterización del proceso de electrodo 

 

En primer lugar se estudió el proceso anódico principal del HVA. El 

estudio consistió en observar la influencia de la velocidad de barrido de 

potenciales sobre las corrientes de pico a una concentración fija de HVA. 

Para ello, se sintetizó un electrodo modificado con polímero 

molecularmente impreso empleando TFMAA como monómero funcional y 

tolueno como disolvente porogénico con un valor de t (UV) de un minuto. 

Tras un período de incubación de 15 minutos en una disolución de HVA 

0.1 M en tolueno, se realizó un barrido de potencial lineal en una 

disolución reguladora de citrato/HCl 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 

5 y 1000 mv/s. Posteriormente se lavó la capa polimérica con dioxano con 

un 20% v/v en metanol y se realizó una nueva incubación y medida a otra 

velocidad de barrido distinta. Los resultados obtenidos se recogen en la 

figura 7.19.  

 

 

Figura 7.19. (Tablas, T-25).- Variación de la intensidad de pico anódico 

con la raíz cuadrada de la velocidad de barrido de potenciales a una 

concentración de HVA de 0.1 M en tolueno.  

 

Los datos experimentales se ajustan a la ecuación que se presenta a 

continuación: 

 

i/A=1.31×10-5 v1/2/(mV/s)1/2+2.64×10-5               r=0.997                 n=9           

 

Se demuestra una variación lineal de la intensidad de pico anódico 

con la raíz cuadrada de la velocidad de barrido de potenciales, lo que 

indica que el proceso de electrodo está controlado por la difusión de la 

especie electroactiva a la superficie electródica.  

 

Puesto que las medidas están realizadas en una disolución exenta de 

HVA, esa difusión tiene lugar dentro de la capa polimérica impresa para 

HVA, donde se preconcentró de manera efectiva este compuesto. 
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C. Cálculo del área efectiva del electrodo y coeficiente de 

difusión de HVA, cloruro de hexaaminrutenio (III) y 

ferricianuro potásico en disolución 

 

El área superficial del electrodo se puede calcular de forma 

independiente mediante la pendiente de la ecuación de Koutecky-Levich 

que vimos anteriormente [7.10] o mediante la ecuación de Cottrell [7.11], 

que describe la variación de la intensidad de corriente de difusión con el 

tiempo: 

 

0
2

1
2

1

2
1

d C
tπ

)D(nFA)t(i =                                                                                    [7.11] 

 

Donde: 

 

 

En esta ecuación todas las variables son conocidas excepto A y D. 

Existen valores tabulados de D para diversas especies, entre ellas, la del 

par reversible ferro/ferricianuro potásico323 como se recoge en la tabla 

7.4. 

 

 

 

 

n= número de electrones involucrados en la reacción 

F= constante de Faraday (96487 Culombios/mol) 

A= área efectiva del electrodo, en cm2 

D= coeficiente de difusión de las especies en disolución, en cm2/s 

t= tiempo en segundos 

C0= concentración inicial de la especie electroactiva, en mol/cm3 
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Tabla 7.4.- Valores tabulados de coeficientes de difusión en disolución 

para el par reversible ferro/ferricianuro potásico de concentración 1 mM 

en KCl 0.1 M a 25ºC323.  

 

 

 

 

 

Si se realiza una cronoamperometría, es decir, una monitorización de 

la intensidad de corriente de difusión con el tiempo a potencial constante 

para ferricianuro potásico en las mismas condiciones en las que está 

tabulado su coeficiente de difusión, de la pendiente de la recta id vs. t -1/2 

se extrae el área efectiva del electrodo, A. Una vez conocida el área 

efectiva del electrodo modificado o sin modificar, se pueden realizar 

cronoamperometrías con diversas especies en disolución y conocer su 

coeficiente de difusión. 

 

Para realizar el cálculo del área efectiva y de los coeficientes de 

difusión de las especies en disolución para un electrodo sin modificar se 

emplearon tres moléculas de diferentes tamaños y cargas: la propia 

molécula molde, ácido homovaníllico (neutro), cloruro de hexaaminrutenio 

(III) (cargado positivamente) y ferricianuro potásico (cargado 

negativamente). La selección del cloruro de hexaaminrutenio (III) y del 

ferricianuro potásico se realizó atendiendo a su comportamiento reversible 

con objeto de evitar el envenenamiento del electrodo por generación de 

productos de oxidación o reducción durante las amperometrías. 

 

Se prepararon patrones puros de HVA, cloruro de hexaaminrutenio 

(III) y ferricianuro potásico de concentración 1×10-3 M en una reguladora 

de citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo y se realizaron 

Especie en disolución/ 
KCl 0.1 M D (cm2/s) 

Ferrocianuro potásico (6.50 ± 0.02) x 10-6 

Ferricianuro potásico (7.62 ± 0.02) ×10-6 
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las correspondientes amperometrías de 5 segundos a un potencial 

constante de: +0.1 V para ferricianuro potásico, -0.40 V para cloruro de 

hexaaminrutenio (III) y +1.10 V para HVA. (Previamente se realizaron 

cronoamperometrías con ferricianuro potásico de concentración 1×10-3 M 

en KCl 0.1 M al mismo potencial y tiempo de aplicación con objeto de 

calcular el área efectiva del electrodo). Los valores de área del electrodo y 

coeficientes de difusión en disolución de las especies estudiadas se 

recogen en la tabla 7.5. 

 

Tabla 7.5.- Área efectiva del electrodo de carbono vitrificado sin modificar 

y coeficientes de difusión en disolución para HVA, cloruro de 

hexaaminrutenio (III) y ferricianuro potásico en una reguladora de 

citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo. 

 

Especie en disolución 
Citrato/HCl 0.1M 

D (cm2/s) Área efectiva (cm2) 

Ácido homovaníllico (7.21 ± 0.2) x 10-6 

Cloruro de 
hexaaminrutenio (III) (7.94 ± 0.18) ×10-6 

Ferricianuro potásico (7.63 ± 0.02) × 10-6 

0.071 ± 0.001 

 

D. Estudio de la permeabilidad de la capa 

 

El cálculo del área efectiva y de los coeficientes de difusión de las 

especies anteriores en disolución se realizó con un electrodo de carbono 

vitrificado modificado con polímero impreso (MIPE) y no impreso (NIPE) 

acoplado a un dispositivo rotatorio de velocidad de rotación controlada 

que varía 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 

concentración distintos: 1×10-3 M, 5×10-4 M y 2.5×10-4 M para un valor de  

t (UV) de un minuto. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 7.20.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de citrato/HCl 

0.1 M y pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo para un MIPE sintetizado tras 

un minuto de t (UV) en presencia de tres niveles de concentración de 

HVA: 1×10-3 M (línea de trazo grueso), 5×10-4 M (línea de trazo 

discontinuo) y 2.5×10-4 M (línea de trazo fino). 

 

En todos los casos, tanto para MIPEs como para NIPEs, cuando se 

representa el inverso de la intensidad de corriente de difusión frente al 

inverso de la raíz cuadrada de la velocidad de rotación se obtiene un 

ajuste lineal, cuya tendencia se muestra en la figura 7.21. 
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Figura 7.21. (Tablas, T-26).- Representación del inverso de las 

intensidades de corriente de difusión frente al inverso de la raíz cuadrada 

de la velocidad de rotación para tres MIPEs de la misma composición 

sintetizados a tres t (UV) distintos: ( ) 3 minutos; ( ) 1 minuto y ( ) 30 

segundos) y para un NIPE sintetizado a 180 segundos ( ), para una 

concentración de HVA de 1×10-3 M. 

 

Como cabía esperar, a medida que t (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 difusión mayores. Por otro lado, el NIPE presenta 

menores intensidades de corriente que el MIPE para el mismo t (UV) a las 

velocidades de rotación 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  t (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/HCl 

0.1 M y pH=1.10 para MIPE (línea continua) y NIPE (línea discontinua) 

sintetizados con un valor de t (UV) de un minuto en presencia de HVA de 

concentración 5×10-4 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 potásico o cloruro de hexaaminrutenio (III) 

(figuras 7.23 y 7.24), lo que podría indicar la formación de sitios de unión 

específicos para HVA en el MIP, inexistentes en el NIP.  
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Figura 7.23.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de citrato/HCl 

0.1 M y pH=1.10 para MIPE (línea continua) y NIPE (línea discontinua) 

sintetizados con un valor de t (UV) de un minuto en presencia de 

ferricianuro potásico de concentración 1×10-3 M. 

 

 

Figura 7.24.- Cronoamperogramas obtenidos en un medio de citrato/HCl 

0.1 M y pH=1.10 para MIPE (línea continua) y NIPE (línea discontinua) 

sintetizados con un valor de t (UV) de un minuto en presencia de cloruro 

de hexaaminrutenio (III) de concentración 1×10-3 M. 

 

Empleando los dos métodos descritos con anterioridad (Koutecky-

Levich y procedimiento iterativo) se calcularon las permeabilidades de las 

capas, así como las áreas 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 t (UV) de un minuto para las tres moléculas estudiadas. 
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Tabla 7.6.- Comparación de las permeabilidades de MIPE y NIPE 

sintetizados en las mismas condiciones para un valor de t (UV) de un 

minuto según los dos métodos estudiados (Koutecky-Levich y 

procedimiento iterativo). 

 

A la vista de los resultados, se puede afirmar que las áreas efectivas 

de MIPE y NIPE son prácticamente iguales (considerando el error 

experimental). HVA tiene permeabilidades superiores al ferricianuro 

potásico, pero por otro lado inferiores al cloruro de hexaaminrutenio (III). 

Si recordamos la ecuación [7.5], la permeabilidad es la relación entre el 

coeficiente de difusión y el espesor de la capa, todo ello multiplicado por 

el coeficiente de reparto. Puesto que los coeficientes de difusión de las 

moléculas estudiadas son similares y el espesor también ya que las capas 

se sintetizan en las mismas condiciones y el mismo t (UV) (un minuto), el 

único 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 potásico 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 

Pm (itera)×10-5 

(cm2/s) 

Pm (Koute)×10-5 

(cm2/s) 

A (cm2) Especie en 

disolución 

MIPE NIPE MIPE NIPE MIPE NIPE 

HVA 
1.60±

0.31 

0.63±

0.04 

4.96±

0.21 

0.27±

0.03 

Ferricianuro 

potásico 

0.23±

0.03 

0.31±

0.01 

0.47±

0.01 

0.12±

0.02 

Cloruro de 

Hexaamin 

rutenio(III) 

4.18±

0.41 

1.14±

0.21 

9.23±

0.29 

0.34±

0.02 

0.011±0.003 0.013±0.002 
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características de intercambiador iónico del polímero. En este caso 

concreto, los sitios de unión del polímero están formados por ácidos 

carboxílicos y como es bien conocido, los ácidos carboxílicos actúan como 

intercambiadores catiónicos débiles. De este modo, resulta una hipótesis 

factible pensar que el polímero pueda intercambiar su catión por el catión 

hexaaminrutenio (III) y así conducir a un mayor coeficiente de reparto en 

la capa, lo que explicaría 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 publicaciones322.  

 

Se puede observar también que la permeabilidad aparente en la 

capa es un orden de magnitud mayor que los coeficientes de difusión 

calculados para HVA en disolución. Este hecho refuerza la hipótesis de que 

existe un mecanismo de reparto entre la disolución y la película 

polimérica. 

 

En base a este estudio, se podría concluir que el mecanismo de 

respuesta del sensor implicaría la preconcentración del HVA en la capa 

polimérica, seguida de difusión del mismo desde los sitios de unión a la 

superficie del electrodo.  

 

7.3.4.- Calibración 

 
La respuesta del sensor a la concentración de HVA en el medio de 

incubación se muestra en la figura 7.25.  
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Figura 7.25. (Tablas, T-27).- Gráficas de calibración obtenidas mediante 

voltametría diferencial de pulso para MIPE (•) y NIPE ( ) sintetizados tras 

un valor de t (UV) de un minuto. El registro voltamétrico se realizó en una 

reguladora de citrato/HCl 0.1 M exenta de HVA, con un 40% de 

acetonitrilo y previa etapa de incubación en una disolución de HVA en 

tolueno. 

 

El rango lineal se extiende desde una concentración de 1.0×10-8 M 

hasta una concentración de 1.0×10-5 M. En este intervalo la ecuación de la 

recta se describe como: 

 

i/A = (0.061± 0.002) [HVA]/M + (1.0 ± 0.1)×10-7          r=0.996       n=9 

 

La preconcentración conseguida con el electrodo modificado conduce 

a un límite de detección de 1.6×10-8 M mejorando en casi dos órdenes de 

magnitud el límite de detección conseguido con el electrodo de carbono 

vitrificado sin modificar (2.3×10-6 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 impresión molecular.  
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Por analogía con el funcionamiento de los inmunoensayos, a la 

representación de la intensidad de corriente frente a la concentración de 

analito se podría denominar “curva de dosis-respuesta”. En base a lo 

expuesto en el apartado anterior, la intensidad podría considerarse como 

una medida de la fracción de HVA enlazada al polímero. Si realizamos la 

representación de la intensidad de corriente frente al logaritmo de la 

concentración de HVA se obtiene la gráfica de la figura 7.26. 

 
Figura 7.26. (Tablas, T-28).- Gráfica de calibración en formato 

semilogarítmico obtenida mediante voltametría diferencial de pulso para 

un MIPE sintetizado a un valor de t (UV) de un minuto. El registro 

voltamétrico se realizó en una reguladora de citrato/HCl 0.1 M y pH=1.10 

exenta de HVA con un 40% de acetonitrilo, previa etapa de incubación en 

una disolución de HVA en tolueno. 
 

Esta curva de forma sigmoidal es la que cabría esperar en un 

inmunoensayo. En este caso, el reactivo limitante sería el MIP y el 

disolvente (agua, citrato) competiría con el HVA por los sitios de 

reconocimiento de la película polimérica. Por otro lado, las energías de 

estabilización calculadas para la asociación de TFMAA con agua o citrato 

(sección 4.2.9) son superiores o del orden a las obtenidas para HVA con 

este monómero funcional, por lo que estos compuestos competirían 

favorablemente con el HVA por los sitios de unión en dicha capa 

polimérica.  
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7.3.5.- Reactividad cruzada 

 

La selección de moléculas de prueba para el estudio de la 

selectividad se realizó en base a la presencia de grupos funcionales 

similares a los de la molécula molde con el fin de obtener información de 

la naturaleza de los sitios de unión en el polímero. 

La incubación del MIPE, NIPE, y electrodo de carbono vitrificado sin 

modificar (GCE), se llevó a cabo en una disolución de HVA o uno de sus 

tres análogos estructurales en tolueno para una concentración 5×10-6 M 

(figura 7.27).  

O

OH

OH

OCH3

O

OH

OH

OCH3

HO

O

OH

OCH3

OH

HO
OH

OH

OCH3

 

 HVA VMA IVMA MHPE 

E/V 0.85 0.88 0.95 0.87 

i(MIPE)/µA 0.45 2.94 2.37 0.11 

i(NIPE)/µA 0.02 2.68 2.16 0.13 

i(GCE)/µA 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 evaluación 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 t (UV) de un minuto), y la relación 

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 señal obtenida con los 

electrodos modificados se debe atribuir en su totalidad a la especificidad 

de fijación en la capa polimérica. 

 

La molécula de VMA, que posee un grupo carboxilo terminal y los 

grupos metóxido e hidroxilo en las mismas posiciones que HVA, interfiere 

fuertemente. La mayor intensidad de corriente encontrada en relación al 

valor obtenido con HVA después de una incubación en las mismas 

condiciones puede ser debida a contribuciones no específicas (del grupo 

hidroxilo de la cadena lateral de dichos compuestos), puesto que también 

aumenta relativamente la señal obtenida con el electrodo modificado con 

el polímero no impreso. 

 

La molécula de IVMA se diferencia estructuralmente de la del VMA en 

las posiciones de los grupos metóxido 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 

unión, contribuyendo aunque débilmente al reenlace del HVA. Este hecho 

confirmaría los resultados teóricos expuestos anteriormente (sección 4.3).  

 

Por último, la molécula de MHPE se diferencia de los demás 

compuestos ensayados en que posee un grupo hidroxilo terminal en el 

lugar del grupo ácido del HVA, manteniendo las posiciones del grupo 

metóxido e hidroxilo en posición 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 hidrógeno a 

través de los grupos hidroxilo y metóxido del MHPE.  
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Por otro lado, las señales del electrodo modificado con polímero 

molecularmente impreso y no impreso son prácticamente iguales, y mucho 

menores que las obtenidas con HVA, lo que indica adsorción inespecífica 

del mismo. 

 

Podemos concluir, por tanto, que la sustitución del grupo ácido del 

HVA por un grupo hidroxilo modifica drásticamente la afinidad por el sitio 

de reconocimiento. Dicho de otro modo, la formación del doble puente de 

hidrógeno entre los grupos ácidos de la molécula molde y el sitio de unión 

constituye la interacción determinante en la capacidad de reconocimiento 

del sensor (en mayor medida que la interacción con los grupos metóxido e 

hidroxilo en posiciones 3 y 4 respectivamente), confirmando los resultados 

obtenidos mediante cálculos DFT. 

 

Si se realiza el mismo estudio de reactividad cruzada para una capa 

más gruesa (tres minutos de t (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 t (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 t (UV)  e incubado en una concentración de 

5×10-3 M en tolueno de las distintas especies interferentes estudiadas. 
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7.3.6.- Estabilidad operacional, conservación y vida útil del 

electrodo 

 

Inicialmente los electrodos proporcionaban respuestas que 

correspondían 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 señal cuantificable. Esto podría 

indicar que quedaba tolueno residual del proceso de preparación dentro 

de los poros del polímero, impidiendo la entrada del electrolito, puesto 

que cuando se intentó establecer el equilibrado en disolución acuosa no se 

observó mejora en la respuesta. Con objeto de resolver el problema, los 

sensores fueron introducidos en una disolución de acetonitrilo durante 

cinco segundos antes de cada medida. De esta forma, se aseguró la 

eliminación de material débilmente adsorbido en el electrodo y la 

eliminación del tolueno empleado como disolvente porogénico y disolvente 

de incubación. 

 

Los electrodos así preparados conservaron sus propiedades de 

reconocimiento durante al menos 25 ciclos de lavado e incubación, sin 

observar pérdida apreciable de la señal. En algunos casos fue posible 

realizar más de 80 ciclos de incubación y lavado con un mismo electrodo. 

 

Es fundamental almacenar el electrodo sumergido en un disolvente 

orgánico (dioxano con un 20% v/v de metanol) que evite los cambios 

dimensionales del polímero en el ciclo de humectación y secado.  
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7.3.7.- Repetitividad y reproducibilidad  

 

La reproducibilidad y reversibilidad del sensor se estudió repitiendo 

el ciclo de medida incubación-lavado con el mismo sensor y con distintos 

sensores sintetizados en idénticas condiciones. Para incubaciones 

sucesivas en una disolución de HVA de 5×10-5 M en tolueno, la desviación 

estándar relativa de las medidas para el mismo electrodo se situó en torno 

a un 3.2% (n=7), mientras que la desviación estándar para electrodos 

distintos sintetizados en idénticas condiciones fue de un 7.0% (n=16). 
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7.4.- Análisis de HVA en orina 

 
7.4.1.- Introducción 

 

Una vez estudiadas las características analíticas del sensor en 

patrones acuosos, el siguiente paso fue abordar el análisis de HVA en 

muestras biológicas, más concretamente en orina. 

En dicho fluido biológico, la excreción 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 desórdenes esquizo-

afectivos y de la presencia de tumores de la cresta neural, como 

neuroblastoma (tumor pediátrico) y feocromocitoma (tumor en adultos). 

Por esa razón, la concentración de HVA se ha utilizado desde 1957 como 

diagnóstico de estas enfermedades, y los cambios en esa concentración 

indican la evolución de la enfermedad con el tratamiento324.  

 

El análisis de una muestra biológica supone de por sí un importante 

reto, ya que la matriz de la muestra puede resultar extremadamente 

compleja, máxime cuando se trabaja, como es nuestro caso, sobre orina 

de pacientes, que, en muchos casos, estaban siendo medicados con 

distintos fármacos. Además, como se ha comentado en la sección 7.1.4.D, 

apenas existen trabajos en la bibliografia en los que se haya utilizado un 

sensor electroquímico basado en MIPs para análisis 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 análisis de 

las muestras mediante HPLC. 

 

Las muestras de orina manejadas en este estudio fueron 

suministradas por el Hospital Central de Asturias de manera anónima y 

fueron previamente analizadas por el laboratorio del Hospital mediante 
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HPLC en fase reversa, modo isocrático, con detección electroquímica y 

purificación previa en columnas desechables de intercambio iónico. 

 

7.4.2.- Análisis directo de orina con un electrodo de carbono 

vitrificado sin modificar (GCE) por voltametría diferencial 

de pulso (DPV)  

 

Inicialmente, con objeto de determinar los procesos electroquímicos 

presentes en la orina, se realizó 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 concentración 0.1 M y 

pH=1.10, adicionando a continuación concentraciones crecientes de HVA. 

Los voltamperogramas obtenidos se representan en la figura 7.29. 

 

 

 

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/HCl de concentración 0.1 M y pH=1.10 (trazo continuo). 

Las líneas de trazo discontinuo se corresponden con adiciones sucesivas 

de HVA para una concentración en celda de 2×10-4 M, 4×10-4 M y 6×10-4 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 electródica. Los dos picos 

observados a 0.95 V y 1.10 V podrían corresponderse con los procesos del 

HVA y VMA, que se encuentran en elevadas concentraciones en orina, 

aunque sus potenciales están excesivamente desplazados respecto de los 

originales (recordemos que el potencial del HVA para un MIPE en 

citrato/HCl 0.1M y pH 1.10 es de 0.85 V). En efecto, si la superficie 

electródica está parcialmente bloqueada por componentes de la propia 

matriz de la muestra, al añadir cantidades crecientes de HVA cabría 

esperar un desplazamiento del potencial de oxidación 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 concentración 

0.1 M y pH=1.10. 

 

 

Figura 7.30. (Tablas, T-30).- Curva de adiciones estándar para un GCE en 

orina diluida 1:10 con citrato/HCl de concentración 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 determinación de HVA voltamétricamente se hace preciso 

eliminar dichas interferencias de la matriz. 

 

7.4.3.- Análisis directo de orina con un electrodo modificado con 

polímero molecularmente impreso (MIPE) por DPV 

 

Al igual que para el GCE, se investigaron los procesos en disolución 

para un MIPE sintetizado con un t (UV) de un minuto cuando se realiza 

una incubación directa y sucesivas adiciones estándar de HVA para una 

mezcla de orinas de pacientes diluida 1:10 en citrato/HCl de concentración 

0.1 M y pH=1.10. Los voltamperogramas obtenidos se muestran en la 

figura 7.31.  

 

 

Figura 7.31.- Voltamperograma diferencial de pulso para un electrodo de 

carbono vitrificado modificado con polímero molecularmente impreso 

(MIPE) sintetizado a un t (UV) de un minuto tras una etapa de incubación 

en un medio de orina diluida 1:10 con citrato/HCl de concentración 0.1 M 

y pH=1.10 con un 40% de acetonitrilo (trazo continuo). Las líneas de 

trazo discontinuo se corresponden con adiciones sucesivas de HVA para 

una concentración en celda de 2.0×10-4 M, 1.4×10-3 M y 2.2×10-3 M, 

respectivamente. 
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Al igual que sucedía para el GCE, se observan tres procesos, sin 

embargo, en este caso el potencial estándar del HVA no se encuentra tan 

desplazado, lo que indica una menor adherencia de posibles interferentes 

sobre la superficie electródica, en definitiva, un menor envenenamiento 

del electrodo. Aunque ésta es una característica favorable para el sensor, 

cuando se realiza la cuantificación a partir de adiciones estándar, la 

extrapolación de la recta obtenida arroja una concentración de HVA en la 

muestra 42 veces superior a la concentración obtenida por HPLC. Las 

razones de esta sobreestimación pueden ser diversas.  

 

Una de las hipótesis que se puede plantear es que en medio acuoso 

moléculas potencialmente interferentes interaccionen con el sitio de unión, 

obteniéndose una señal conjunta al mismo potencial de oxidación que el 

HVA. Recordemos que en el apartado 4.3 se realizó un estudio teórico de 

reactividad cruzada. Los resultados obtenidos (basados en el cálculo de la 

energía de interacción entre el monómero funcional y análogos 

estructurales del HVA) apuntaban a que moléculas tales como VMA, IHVA, 

IAA, dopamina, epinefrina, norepinefrina, metanefrina y normetanefrina, 

que también están presentes en orina, podrían interferir fuertemente en la 

determinación de HVA. Además, como hemos visto, el agua compite por 

los sitios de unión del sensor, es más, favorece el desalojo de la molécula 

molde de los sitios de unión y es posible que pueda favorecer la 

interacción de otras moléculas interferentes. En consecuencia, habrá que 

diseñar una estrategia que elimine potenciales interferentes, y además 

permita realizar la incubación en un medio orgánico, preferentemente 

tolueno, como indican las predicciones teóricas. 
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7.4.4.- Extracción líquido-líquido de catecolaminas y eliminación 

de interferentes 

 

Vistas las limitaciones del análisis directo en orina, se ensayó un 

procedimiento de extracción en cloroformo citado en la bibliografía127 y 

que se describió en detalle en la sección 5.3.5 de este trabajo. 

La hipótesis de partida es que mediante la extracción 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 extracción para un MIPE 

sintetizado con un t (UV) de un minuto se presentan en la figura 7.32. 

 

 

 

Figura 7.32.- Voltamperograma diferencial de pulso obtenido en un medio 

de citrato/HCl de concentración 0.1 M y pH=1.10 con un 40% de 

acetonitrilo para un MIPE después de una etapa de incubación en un 

extracto reconstituido en tolueno (trazo continuo). Las líneas de trazo 

discontinuo se corresponden con adiciones sucesivas de HVA para una 

concentración en celda de 4.8×10-5
 M, 9.48×10-5

 M y 1.42×10-4
 M, 

respectivamente.  
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potencial del HVA, por lo que, aparentemente el procedimiento de 

extracción es capaz de eliminar gran número de interferentes. 

 

A. Recuperación 

 

Este estudio se realizó adicionando concentraciones conocidas de 

HVA sobre una mezcla de orinas de voluntarios sanos y cuantificando con 

el sensor mediante adiciones estándar. 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 extracción en cloroformo. 

 

[HVA]/M 

adicionado 

[HVA]/M 

recuperado* 

% 

recupe. 
Recta de adiciones n r 

5.21×10-5 3.12×10-5 59.9 y=4.86×10-3 x+1.73×10-6 5 0.951

8.05×10-5 4.69×10-5 58.2 y=3.90×10-4 x+2.09×10-7 5 0.995

2.77×10-5 1.64×10-5 59.2 y=2.26×10-2 x+4.22×10-6 6 0.967

*Descontada la concentración basal de HVA en la muestra. 

 

Como se puede observar, las recuperaciones obtenidas con este 

procedimiento son cercanas al 60%. 

 

B. Análisis 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 razón, antes de estudiar la 

concentración de HVA en orinas de pacientes con esta metodología, se 

analizó una mezcla de orinas de voluntarios sanos con el sensor para 
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determinar el nivel basal de HVA (en la bibliografía325 se describen niveles 

normales de HVA para adultos entre 0.7 y 6.9 mg/24h                  

(1.92×10-6-7.08×10-5 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)×10-6 M, que se 

encuentra dentro del rango de normalidad. 

 

C. Análisis 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 último la relación de concentraciones que nos indica el 

número de veces que se sobreestima la concentración. 

 

Tabla 7.8.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA 

obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en polímeros 

molecularmente impresos.  

Referencia 

muestra 
[HVA]HPLC/M [HVA]sensor/M Sobreest. 

1 1.21×10-5 (1.77±0.01)×10-4 15 

2 2.14×10-5 (4.02±0.05)×10-4 19 

3 7.65×10-5 (1.37±0.06)×10-3 18 

4 2.41×10-5 (3.94±0.03)×10-4 16 

5 2.69×10-5 (4.36±0.06)×10-4 16 

6 3.18×10-5 (5.10±0.05)×10-4 16 

7 1.65×10-5 (2.86±0.02)×10-4 17 

8 5.64×10-5 (9.71±0.07)×10-4 17 

9 6.20×10-5 (9.95±0.08)×10-4 16 

10 7.24×10-5 (1.26±0.12)×10-3 17 
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A la luz de estos resultados, podemos concluir que el procedimiento 

de extracción en cloroformo no elimina eficazmente los interferentes de la 

muestra, ya que, en todos los casos, al realizar el análisis con el sensor 

construido se sobreestima la concentración de HVA casi 20 veces. Con 

objeto de superar esta limitación, se ensayaron otros métodos basados en 

extracción en fase sólida con objeto de eliminar del medio potenciales 

interferentes, y a la vez, realizar el análisis de la catecolamina de interés. 

 

7.4.5.- Eliminación de interferentes mediante cartuchos de 

extracción en fase sólida de intercambio aniónico fuerte 

(SAX) 

 

A. Recuperación 

 

Para la eliminación de potenciales interferentes de la muestra se 

empleó un cartucho de extracción en fase sólida de intercambio aniónico 

fuerte (SAX) siguiendo un procedimiento comercial que se describió en el 

apartado experimental 5.3.5 de este trabajo. Los datos correspondientes a 

las recuperaciones obtenidas para este procedimiento de extracción 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 extracción en cartucho de 

extracción en fase sólida SAX. 

 

*Descontada la concentración basal de HVA en la muestra. 

[HVA]/M 

adicionado

[HVA]/M 

recuperado*
% recupe. Recta de adiciones n r 

1.29×10-4 5.67×10-5 44.0 y=7.12×10-3x+4.04×10-7 4 0.996

1.75×10-4 7.95×10-5 45.4 y=3.12×10-3x+2.48×10-7 5 0.997

2.81×10-4 1.26×10-4 44.8 y=3.75×10-3x+4.74×10-7 5 0.995
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En este caso, las recuperaciones son inferiores al 50%. 

 

B. Análisis 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)×10-6 M, que se 

encuentra nuevamente dentro del rango de normalidad325. 

 

C. Análisis de HVA en orina de pacientes 

 
En la tabla 7.10 se resumen las referencias de las muestras 

analizadas, la concentración de HVA obtenida mediante HPLC 

(suministradas por el Hospital Central de Asturias) y la obtenida mediante 

el sensor, así como el número de veces que se sobreestima la 

concentración de HVA en la muestra. 

 

Tabla 7.10.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA 

obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en polímeros 

molecularmente impresos.  

 

Como se puede observar, la sobreestimación de la concentración de 

HVA en la muestra se reduce significativamente, lo que indica que este 

procedimiento de limpieza es más eficaz en la eliminación de interferentes 

que la extracción líquido-líquido.  

Referencia 

muestra 
[HVA]HPLC/M [HVA]sensor/M Sobreest. 

1 1.21×10-5 (1.28±0.12)×10-4 11 

2 2.14×10-5 (2.11±0.09)×10-4 10 

3 7.65×10-5 (9.28±0.14)×10-4 12 

4 2.41×10-5 (2.50±0.13)×10-4 10 

5 2.69×10-5 (3.08±0.07)×10-4 11 
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Aunque se ha conseguido reducir la sobreestimación en la 

concentración de HVA, se ensayó otro procedimiento de limpieza basado 

esta vez en cartuchos de extracción en fase sólida C18, con objeto de 

reducir la sobrevaloración en la concentración de HVA. Los resultados 

obtenidos se exponen en el siguiente apartado. 

 

7.4.6.- Eliminación de interferentes mediante cartuchos de 

extracción en fase sólida C18 

 

A. Recuperación 

 

Para eliminar un posible efecto de matriz en la muestra, se empleó 

un cartucho de extracción en fase sólida C18 siguiendo un procedimiento 

comercial para el análisis de catecolaminas en orina que se describió con 

detalle en el apartado experimental 5.3.5 de este trabajo. Los datos 

correspondientes a las recuperaciones obtenidas para este procedimiento 

de extracción 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 extracción en cartucho de 

extracción en fase sólida C18. 

 

[HVA]/M 

adicionado

[HVA]/M 

recuperado*
% recupe. Recta de adiciones n r 

2.80×10-4 2.30×10-4 82 y=4.34×10-3x+9.98×10-7 5 0.994

4.14×10-3 3.31×10-3 80 y=1.73×10-3x+5.73×10-6 5 0.997

1.71×10-5 1.40×10-5 82 y=8.41×10-3x+1.18×10-7 4 0.998

*Descontada la concentración basal de HVA en la muestra. 

 

Las recuperaciones en este caso están en el rango del 80-82%. 
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B. Análisis 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)×10-5 M, que se 

encuentra nuevamente dentro del rango de normalidad325. 

 

C. Análisis 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 último la relación de concentraciones que indica el número 

de veces que se sobrevalora la concentración. 

 

Tabla 7.12.- Resumen comparativo de las concentraciones de HVA 

obtenidas mediante HPLC y con el sensor basado en polímeros 

molecularmente impresos.  

 

 

Referencia 

muestra 
[HVA]HPLC/M [HVA]sensor/M Sobreest. 

1 1.21×10-5 (7.77±0.05)×10-5 6 

2 2.14×10-5 (15.12±0.06)×10-5 7 

3 7.65×10-5 (54.39±0.06)×10-5 7 

4 2.41×10-5 (19.96±0.03)×10-5 8 

5 2.69×10-5 (18.36±0.07)×10-5 7 

6 3.18×10-5 (19.89±0.09)×10-5 6 

7 1.65×10-5 (13.93±0.04)×10-5 8 

8 5.64×10-5 (40.06±0.08)×10-5 7 

9 6.20×10-5 (38.62±0.06)×10-5 6 

10 7.24×10-5 (64.26±0.09)×10-5 9 
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Nuevamente, y al igual que ocurría en ensayos precedentes, todos 

los análisis sobrevaloran la concentración de HVA presente en las 

muestras. Como se adelantaba en un apartado anterior, este hecho se 

puede correlacionar con el estudio teórico de selectividad (apartado 4.3). 

Si recordamos, en ese estudio se analizó la interacción del TFMAA (sitio de 

unión del sensor) con varias catecolaminas estructuralmente similares a la 

molécula molde, así como potenciales interferentes de la misma. El 

resultado fue que varios compuestos como VMA, IHVA, IAA, dopamina, 

epinefrina, norepinefrina, metanefrina y normetanefrina podían competir 

con el HVA por los sitios de unión del sensor.  

En orina, están presentes muchas de estas catecolaminas o sus 

metabolitos, además de otras especies, y ni el procedimiento de 

extracción con cloroformo ni el empleo de cartuchos de extracción en fase 

sólida fueron lo suficientemente efectivos como para aislar al HVA y dejar 

el resto de catecolaminas en fase acuosa. Por esa razón, es posible que la 

sobreestimación del HVA sea consecuencia de que no solamente se está 

cuantificando este metabolito, sino una mezcla de compuestos, cada uno 

de ellos con distinta afinidad por el sitio de unión. Además, debido a que 

son estructuralmente muy similares al HVA no se pueden distinguir sus 

señales en función 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 ácido homovaníllico y el ácido vanillilmandélico son los 

metabolitos de catecolaminas mayoritarios en orina y además alcanzan 

valores muy elevados en caso de neuroblastoma o feocromocitoma59, la 

utilidad analítica del sensor podría dirigirse a una estimación conjunta de 

ambas especies. Esta aplicación sería útil en clínica para realizar un 

screening o cribado inicial y diferenciar muestras patológicas de normales.  
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7.4.7.- Conclusión 

 

Los resultados obtenidos con muestras de orina indican que con el 

sensor y los protocolos de análisis desarrollados en este trabajo se 

sobreestima la concentración de HVA. Como hemos visto en la sección 

7.3.3.E, la respuesta del sensor se basa en la preconcentración de HVA en 

la capa polimérica y su posterior difusión 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 contribución no se elimina introduciendo 

una etapa de limpieza de muestra. Esta interferencia puede ser debida al 

hecho de que la energía de estabilización de los aductos formados por el 

monómero funcional seleccionado (TFMAA) y varios análogos estructurales 

del HVA presentes en la orina es equivalente o superior a la energía de 

estabilización 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 aplicación 

analítica de este MIP radicalmente distinta: su uso como fase estacionaria 

para cromatografía líquida. Con esta técnica, se podrían aprovechar las 

distintas afinidades de estos compuestos por la fase estacionaria, que se 

derivarían de los distintos valores de las energías de estabilización teóricas 

de los aductos calculados. Estas diferencias se podrían explotar para 

separar los compuestos por sus distintos tiempos de retención en la fase 

estacionaria polimérica, preparada con la composición óptima estudiada 

en este trabajo. 
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Capítulo 8 
 
 

Conclusiones 
 
1. Se ha desarrollado un método para el diseño racional de polímeros 

molecularmente impresos basado en cálculos DFT de la energía de 

estabilización del aducto de prepolimerización formado por la 

molécula molde y los monómeros funcionales, en el disolvente 

seleccionado. El modelo parte de la hipótesis de que la combinación 

de monómero funcional y disolvente que lleve a la menor energía de 

estabilización del aducto conducirá al mejor receptor polimérico. El 

efecto del disolvente se incluye utilizando el modelo del Continuo 

Polarizado. 

 

2. Los resultados de los cálculos DFT indican que en fase gas el ácido 

homovaníllico (HVA) forma el complejo más estable con el monómero 

funcional ácido 2-trifluorometacrílico (TFMAA), en el que los grupos 

ácido de las dos moléculas establecen un doble puente de hidrógeno. 

Análogamente, el ácido metacrílico (MAA) y la 2-metacrilamida (MA) 

también forman un doble puente de hidrógeno entre el grupo ácido 

del HVA y el grupo ácido y amida, respectivamente de los dos    
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monómeros. Por último, el monómero funcional 4-vinilpiridina (VPY) 

forma un puente de hidrógeno entre el grupo ácido del ácido 

homovaníllico y el nitrógeno piridínico, sin producirse transferencia 

protónica del ácido homovaníllico a la 4-vinilpiridina. La comparación 

de las energías de Gibbs de los complejos HVA-monómero funcional 

indica que el TFMAA presenta mayor interacción con el HVA (-8.4 

kcal/mol) que MAA (-3.8 kcal/mol), MA (-2.7 kcal/mol) y VPY (+0,2 

kcal/mol). 

 

3. Los disolventes tolueno, cloroformo, acetonitrilo y diclorometano 

favorecen la formación de varios complejos HVA-monómero funcional 

que no son estables en fase gas, siendo mayor el número de 

complejos HVA-TFMAA. Para el ácido 2-trifluorometacrílico, los 

complejos más estables con el ácido homovaníllico se forman en 

tolueno, al igual que para el resto de monómeros. El agua, es el 

disolvente más desfavorable tanto para el ácido 2-trifluorometacrílico 

como para el resto de monómeros funcionales debido a que 

interacciona con las moléculas de molde y monómero dificultando su 

interacción a través de puentes de hidrógeno. 

 

4. De cara a la síntesis del polímero molecularmente impreso óptimo 

para la detección del ácido homovaníllico, el método computacional 

desarrollado en este trabajo indica que el monómero TFMAA y el 

disolvente tolueno son los más adecuados. El entrecruzador 

etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) no compite con los monómeros 

estudiados por los sitios de unión del ácido homovaníllico. 

 

5. La selección del monómero funcional y el disolvente óptimo predicho 

por los cálculos DFT se confirma experimentalmente mediante 

ensayos de unión. 
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6. Para un polímero sintetizado en las condiciones óptimas, el análisis 

de los resultados de los ensayos de unión 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 2×104 M-1 y un 

número de sitios de unión promedio de 13 µmol/g, de las más altas 

descritas hasta el momento en la bibliografía178-184. 

 

7. Se ha conseguido desarrollar un sensor para la determinación de HVA 

empleando electrodos de carbono vitrificado modificados con una 

fina película de polímero impreso preparado mediante recubrimiento 

bajo rotación y polimerización fotoquímica. Cuando en la síntesis del 

polímero se emplean el monómero funcional y el disolvente óptimo 

de acuerdo al método computacional DFT, los sensores presentan 

buenas propiedades de reconocimiento de la molécula molde (HVA). 

Cuando se modifican los electrodos con polímeros impresos 

preparados con otros monómeros funcionales y disolventes, la señal 

de reconocimiento molecular es de menor magnitud. Se ha 

comprobado por tanto la validez de las predicciones teóricas 

mediante el uso del sensor voltamétrico construido para la 

determinación de HVA. 

 

8. El ácido homovaníllico no se adsorbe sobre electrodos de carbono 

vitrificado sin modificar, mientras que con los electrodos modificados 

con polímeros impresos es posible realizar una preconcentración y su 

posterior cuantificación, tras la transferencia a un medio exento de 

analito, utilizando voltametría diferencial de pulso. Se comprobó que 

el mejor medio para llevar a cabo esta preconcentración es tolueno, 

hecho que está de acuerdo con las predicciones teóricas realizadas. 
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Con más de 15 minutos de incubación en tolueno no se observa un 

aumento significativo de la intensidad del pico de oxidación de HVA. 

Con los electrodos así modificados se obtiene un límite de detección 

del HVA de 1.6×10-8 M y un intervalo dinámico lineal de tres órdenes 

de magnitud (10-8-10-5 M). Electrodos modificados con polímeros 

preparados con el mismo procedimiento pero en ausencia de ácido 

homovaníllico no dan respuesta a concentraciones inferiores a      

10-6 M. 

 

9. Los electrodos modificados con los polímeros impresos diseñados 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 incubación. Como 

disolvente de lavado se utilizó dioxano con un 20% v/v de metanol, 

ya que se comprobó que eliminaba también los productos de 

oxidación electródica. Para el almacenamiento de los sensores se 

empleó el mismo disolvente. En estas condiciones la desviación 

estándar relativa para un mismo electrodo fue del 3.2% (n=7) y con 

electrodos distintos del 7.0% (n=16). 

 

10. Los estudios realizados con electrodo de disco rotatorio para las 

capas poliméricas arrojan, como cabría esperar, valores de 

permeabilidad superiores para el electrodo modificado con el 

polímero impreso que para el modificado con el no impreso. Estos 

valores son del orden de 10-5 cm2/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 

publicaciones322. 
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11. El mecanismo de respuesta del sensor se basa en la 

preconcentración del HVA en la capa polimérica en el disolvente 

óptimo (tolueno), transferencia a otro disolvente que favorezca su 

liberación de los sitios de unión y, por último, la difusión desde los 

sitios de unión a la superficie del electrodo. La sensibilidad del 

método desarrollado depende de la capacidad de preconcentración 

de la capa polimérica. El uso de agentes retardantes de la 

polimerización (isooctano y PVAC) o grandes cantidades de 

disolvente conducen a una estructura polimérica más abierta y se 

observa una disminución de la señal, que se ha atribuido a una 

pérdida de la capacidad de preconcentración. 

 

12. El estudio realizado mediante cálculos DFT con análogos 

estructurales del ácido homovaníllico: ácido vanillilmandélico (VMA), 

ácido isovanillilmandélico (IVMA), ácido isohomovaníllico (IHVA), 

alcohol homovaníllico (MHPE) y ácido indolacético (IAA) indica que la 

formación de un doble puente de hidrógeno entre el grupo carboxilo 

de la molécula de prueba y el grupo carboxilo del sitio de unión es la 

interacción 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 teóricas, siendo el doble puente de hidrógeno la 

interacción que domina el enlace del analito al sitio de unión. El 

estudio teórico con moléculas potencialmente interferentes al HVA en 

muestras de orina, entre las que se encuentran análogos 

estructurales de carácter básico: dopamina, epinefrina, norepinefrina, 

metanefrina y normetanefrina y análogos de carácter ácido: VMA, 

IHVA, MHPE e IAA, muestra que, exceptuando MHPE, todos los 

metabolitos estudiados podrían competir con el HVA por los sitios de 

unión al sensor.  
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13. El método de análisis empleado en este trabajo sobreestima la 

concentración 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 polímero también permite 

predecir la interferencia de varios compuestos endógenos de la 

matriz de la orina. Se cree en consecuencia, que ésta es la razón de 

que la determinación de HVA en este tipo de muestras no sea 

especialmente selectiva, ya que la respuesta que se obtiene del 

sensor sería la suma de las correspondientes a todas las especies 

interferentes presentes en el medio. 

 

14. El método computacional basado en cálculos DFT desarrollado en 

este trabajo puede emplearse para resolver problemas cruciales en el 

campo de la impresión molecular, como son la selección del mejor 

monómero funcional, el mejor disolvente, el mejor medio de 

incubación, incluso predecir la selectividad del polímero sintetizado, 

reduciéndose de esta manera gran número de etapas de 

experimentación que la mayoría de los investigadores condenan a la 

práctica empírica. 
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Sugerencias para trabajos futuros 
 

Como resultado de la experiencia alcanzada durante la realización de 

la presente Tesis doctoral y en vista de los resultados obtenidos, se 

pueden sugerir las siguientes vías para continuar la investigación en el 

campo de las aplicaciones analíticas de los polímeros impresos.  

 

1. La línea de trabajo más inmediata sería mejorar la aplicación analítica 

del sensor para la determinación 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 polímero 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 común un grupo ácido carboxílico, que 

como apuntan los cálculos teóricos, es el que más contribuye al 

enlace en el sitio de unión. Por esa razón, todas ellas poseen 

afinidades similares al HVA en el sitio de enlace. La única vía factible 

para solventar este problema sería pasar de la operación de 

separación/preconcentración del analito tras una sola etapa de 

contacto (ensayo de unión con el sensor en la capa delgada de MIP) a 

una operación de contacto multietapa, es decir, a una separación 

cromatográfica, en la que se utilizaría el MIP en forma de material 

particulado como fase estacionaria de una columna de cromatografía 

líquida.  

De esta forma se emplearía una estrategia similar a la existente 

actualmente en los Hospitales para el análisis de catecolaminas en 

orina, con la diferencia de que, en lugar de utilizar una columna con 

un relleno C18, se emplearía un relleno de afinidad específico para el 

metabolito en cuestión, con la esperable mejora en selectividad.  
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2. Una línea prometedora y actualmente en desarrollo por nuestro grupo 

de investigación es la extensión de la metodología DFT al diseño de 

fases sensoras de otros sustratos de interés farmacológico o 

ambiental.  

Dentro de esta línea de trabajo se considera la posibilidad de abordar 

con esta metodología el diseño de fases sensoras con capacidad de 

conversión catalítica de la molécula molde seleccionada. De esta 

forma, se orientaría el trabajo hacia un objetivo de mayor 

complejidad, como es la construcción de una fase sensora capaz de 

mimetizar la capacidad catalítica de determinadas proteínas 

enzimáticas, como por ejemplo la enzima Cloroperoxidasa (CCPO). 

Esta enzima cataliza, entre otras, la reacción de deshalogenación del 

2, 4, 6-triclorofenol (TCP) y se caracteriza porque su centro activo 

posee la misma estructura (salvo por un ligando cisteína unido al 

hierro) que la cloroprotoporfirina IX de hierro (III) (clorohemin), 

disponible de forma comercial. El diseño del polímero sería el de un 

MIP catalítico: el clorohemin se comportaría como un monómero más, 

ya que posee grupos vinilo polimerizables, el entrecruzador y el resto 

de monómeros generarían una carcasa rígida alrededor de la 

molécula molde, TCP. Tras la extracción del TCP del polímero 

mediante lavados, la incubación del TCP en presencia del polímero y 

peróxido de hidrógeno generaría el producto de oxidación 

correspondiente, 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona, que podría medirse 

electroquímicamente. La idea sería modelizar un enzima sintético que 

fuera capaz de catalizar la reacción de deshalogenación del TCP 

específicamente, ya que el polímero acrílico sintetizado tendría un 

efecto de memoria molecular.  
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Las predicciones teóricas jugarían aquí un papel crucial ya que 

orientarían el diseño experimental del MIP catalítico mediante la 

selección del mejor monómero funcional y disolvente para el aducto 

TCP-centro activo de la enzima. A pesar de que aún nos encontramos 

en una etapa incipiente, los resultados experimentales obtenidos en el 

grupo de investigación son muy alentadores, por lo que se continúa 

explorando esta vía a día de hoy. 
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Anexo II: Tablas 
 

T-1. (Figura 6.5). Variación del potencial de pico del proceso anódico 

principal del ácido  homovaníllico con el pH para un electrodo de 

pasta de carbono. Las medidas se realizaron mediante voltametría 

cíclica a una concentración de HVA de 2×10-4 M. (Se muestran los 

datos que se ajustan a la variación 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). Variación de la intensidad de pico del proceso anódico 

principal del ácido homovaníllico frente al pH para un electrodo de 

pasta de carbono. (Se muestran los datos que se ajustan a la 

variación lineal). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

pH i/A 
1.00 2.30×10-5 
3.05 1.35×10-5 
4.00 1.13×10-5 
4.90 9.50×10-6 
6.08 7.50×10-6 
7.05 7.17×10-6 
8.00 5.43×10-6 
9.18 5.47×10-6 
10.12 4.10×10-6 
10.99 3.96×10-6 
12.00 2.82×10-6 
13.14 3.35×10-6 
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T-3. (Pág.127). Variación de la intensidad de pico del proceso anódico 

principal del ácido homovaníllico con la raíz cuadrada de la velocidad 

de barrido de potenciales a diferentes concentraciones de analito 

para un electrodo de pasta de carbono. 

 
T-4. (Figura 6.7). Variación de la intensidad de pico anódico del ácido 

homovaníllico con la concentración 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/µA 
1.00×10-4 8.45×10-3 
5.00×10-4 3.58×10-2 
1.00×10-3 8.33×10-2 
5.00×10-3 3.51×10-1 
1.00×10-2 6.65×10-1 
1.40×10-2 9.45×10-1 
5.00×10-2 3.50 
1.00×10-1 6.02 
2.00×10-1 12.13 
5.00×10-1 26.80 
8.00×10-1 33.22 

1.00 34.51 
 

 
 
 
 
 

i/A v1/2/(V/s)1/2 

[HVA]=2×10-4M [HVA]=5×10-5M [HVA]=5×10-6M 
0.07071 6.71×10-6 1.07×10-6 1.16×10-7 
0.10000 9.34×10-6 1.44×10-6 1.34×10-7 
0.15810 1.41×10-5 2.16×10-6 2.27×10-7 
0.22360 1.95×10-5 3.07×10-6 4.01×10-7 
0.31620 - 4.14×10-6 - 
0.44720 3.49×10-5 4.99×10-6 8.65×10-7 
0.70710 - 8.05×10-6 - 
1.00000 6.60×10-5 - - 
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T-5. (Figura 6.8). Representación del porcentaje de enlace (B/T) en 

función de la concentración de polímero a una concentración 

constante de HVA de 1×10-4 M para MIP y NIP sintetizados e 

incubados en tolueno. 

 
[MIP] mg/mL

Tolueno %(B/T) [NIP] mg/mL
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). Representación del porcentaje de enlace (B/T) en 

función de la concentración de polímero a una concentración 

constante de HVA de 1×10-4 M para MIP sintetizado e incubado en 

tolueno y MIP sintetizado e incubado en acetonitrilo. 

 
[MIP] mg/mL 

Tolueno %(B/T) [MIP] mg/mL
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). Representación de log B y log F de MIP y NIP para 

construir la isoterma de adsorción experimental. B representa la 

fracción de HVA enlazada al polímero y F la fracción libre o no 

enlazada. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T-8. (Figura 6.11). Distribuciones de afinidad (DA) obtenidas con el MIP y 

el NIP para la ILF en formato logarítmico (log K vs. log N) y 

semilogarítmico (log K vs. N). 
 

MIP NIP 
log(K/M-1) Ni(µmol/g) log Ni log(K/M-1) Ni(µmol/g) log Ni 

-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 

MIP NIP 
log(F/M) log(B, µg/mL) log(F/M) log(B, µg/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   



Anexo II: Tablas 

 271

MIP NIP 
log(K/M-1) Ni(µmol/g) log Ni log(K/M-1) Ni(µmol/g) log Ni 

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-1) Ni(µmol/g) log Ni log(K/M-1) Ni(µmol/g) log Ni 

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 logarítmico (log K vs. log N) y 

semilogarítmico (log K vs. N). 

 

  MIP NIP 
log(K/M-1) N(µmol/g) log N N(µmol/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). Representación del porcentaje de enlace (B/T) para 

MIP y NIP del HVA, VMA, IVMA y MHPE para una concentración de 

molécula de prueba de 1×10-4 M y una concentración 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). Variación de la intensidad de pico anódico del ácido 

homovaníllico con la concentración en un medio de citrato/HCl  

0.1 M de pH=1.10 para un electrodo de carbono vitrificado sin 

modificar. 

 

[HVA]/mM i/µA 
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 t (UV) en el espesor de la capa.  

 

t (UV)/min Promedio anchura/µm σ 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 t (UV) después de incubaciones de 15 minutos 

en disoluciones de HVA en tolueno. 

 

T-14. (Figura 7.8). Representación semi-logarítmica de los calibrados para 

dos electrodos modificados con polímero molecularmente impreso 

sintetizados en tolueno y cloroformo tras dos minutos de t (UV).  

 

Tolueno Cloroformo 
log([HVA]/M) i/A log([HVA]/M) i/A 

-5.0000 8.73×10-8 -3.3010 8.13×10-8 
-4.3010 2.13×10-7 -3.0000 1.10×10-7 
-4.0000 8.00×10-7 -2.6990 3.12×10-7 
-3.6990 1.14×10-6 -2.3010 9.87×10-7 
-3.5229 1.50×10-6 -2.0000 1.07×10-6 
-3.3010 2.05×10-6 -1.5229 2.76×10-6 
-3.0000 6.73×10-6 -1.3010 3.82×10-6 
-2.5229 1.10×10-5 -1.0000 3.95×10-6 
-2.3010 1.19×10-5 -0.6990 4.40×10-6 
-2.0000 2.63×10-5   
-1.3010 3.39×10-5   
-0.6990 3.20×10-5   
-0.5229 3.19×10-5     

t (UV) =1 min t (UV) =2 min t (UV) =3 min 
[HVA]/M i/A [HVA/M] i/A [HVA]/M i/A 
1.00×10-5 1.54×10-7 1.00×10-5 6.81×10-8 1.00×10-5 4.90×10-8 
5.00×10-5 2.12×10-7 2.00×10-4 1.62×10-7 5.00×10-5 7.57×10-8 
1.00×10-4 2.33×10-7 4.50×10-4 2.25×10-7 1.00×10-4 7.72×10-8 
5.00×10-4 3.84×10-7 8.00×10-4 4.25×10-7 2.00×10-4 1.03×10-7 
1.20×10-3 9.54×10-7 1.00×10-3 6.37×10-7 6.00×10-4 2.02×10-7 
1.50×10-3 1.01×10-6 3.00×10-3 2.06×10-6 1.00×10-3 2.21×10-7 
3.00×10-3 2.07×10-6 5.00×10-3 3.98×10-6 5.00×10-3 3.70×10-6 
5.00×10-3 3.08×10-6 1.00×10-2 6.19×10-6 3.00×10-3 2.50×10-6 
1.00×10-2 5.20×10-6 3.00×10-2 9.65×10-6 1.00×10-2 6.79×10-6 
3.00×10-2 1.96×10-5 1.00×10-1 1.64×10-5 3.00×10-2 1.07×10-5 
5.00×10-2 3.06×10-5 1.50×10-1 1.90×10-5 1.00×10-1 1.09×10-5 
1.00×10-1 4.18×10-5 2.00×10-1 2.64×10-5 3.00×10-1 1.07×10-5 
1.50×10-1 4.36×10-5 3.00×10-1 2.69×10-5   
3.00×10-1 4.67×10-5     
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T-15. (Figura 7.9). Intensidades de corriente de electrodo modificado con 

polímero impreso (MIPE) y electrodo modificado con polímero no 

impreso (NIPE) frente al tiempo de lavado en acetonitrilo en una 

disolución de HVA de concentración 5×10-5 M en tolueno. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T-16. (Pág. 175). Intensidades de corriente de un electrodo modificado 

con polímero impreso (MIPE) frente al tiempo de equilibrio en el 

medio de medida (citrato/HCl 0.1 M pH=1.10) tras una incubación 

en una disolución de HVA de concentración 5×10-5 M en tolueno. 

 

t/s i/A 
0 2.82×10-7 
5 2.37×10-7 
10 1.40×10-7 
15 1.35×10-7 

t/s iMIPE/µA iNIPE/µA iMIPE/iNIPE 
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 
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T-17. (Figura 7.10). Gráficas de calibración para dos MIPEs sintetizados 

con TFMAA y MAA en tolueno para un valor de t (UV) de un 

minuto. 

 

[HVA]/µM iMIPE- MAA/µA IMIPE-TFMAA/µA 
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 t (UV) 

necesario para iniciar la polimerización. 

 

% 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 polimerización. 

 

%PVAC t (UV) /min 
0 10 
2 7.5 
4 7 
10 6 
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T-20. (Figura 7.13). Variación de la intensidad de corriente con el 

porcentaje peso/volumen de polivinilacetato (PVAC) para una capa 

sintetizada con diglyme como disolvente porogénico. La incubación 

se realizó en una disolución de HVA de concentración 4.76×10-4 M 

en diglyme. 

 

%PVAC i/A σ n-1 
0 0.26×10-6 0.2×10-7 
2 0.23×10-6 0.1×10-7 
4 0.20×10-6 0.1×10-7 
10 0.16×10-6 0.1×10-7 

 

T-21. (Figura 7.14). Variación de la intensidad de corriente con el 

porcentaje de isooctano para una capa sintetizada con diglyme 

como disolvente porogénico. La incubación se realizó en una 

disolución de HVA de concentración 4.76×10-4 M en diglyme. 

 

%Isooctano i/A σ n-1 
0 0.26×10-6 0.2×10-7 
25 0.13×10-6 0.1×10-7 
50 0.11×10-6 0.2×10-7 
75 0.10×10-6 0.1×10-7 
100 0.10×10-6 0.1×10-7 

 

T-22. (Figura 7.15). Variación de la intensidad de corriente con el 

porcentaje de isooctano para una capa sintetizada con tolueno 

como disolvente porogénico. La incubación se realizó en una 

disolución de HVA de concentración 4.76×10-4 M en tolueno 

 

%Isooctano i/A σ n-1 
0 1.76×10-6 0.8×10-7 
25 0.73×10-6 0.6×10-7 
50 0.61×10-6 0.2×10-7 
75 0.52×10-6 0.5×10-7 
100 0.10×10-6 0.1×10-7 
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T-23. (Figura 7.16). Variación de la intensidad de corriente con la 

naturaleza del disolvente de incubación para capas sintetizadas en 

tolueno y capas sintetizadas en diglyme, respectivamente. 

 

T-24. (Figura 7.17). Variación de la corriente de pico de un electrodo 

modificado con polímero impreso (MIPE) frente al tiempo de 

incubación en tolueno para una concentración de HVA de       

5×10-5 M. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
T-25. (Figura 7.19). Variación de la intensidad de pico anódico con la raíz 

cuadrada de la velocidad de barrido de potenciales a una 

concentración de HVA de 0.1 M.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Dvte. 
incubación 

Dvte. porogen: 
 tolueno 

Dvte. Porogen:  
diglyme 

 Promedio i/A σ n-1 Promedio i/A σ n-1 
Tolueno 1.76×10-6 0.9×10-7 0.15×10-6 0.7×10-7 
Diglyme 0.19×10-6 0.4×10-7 0.26×10-6 0.9×10-7 

t/min iMIPE/µA 
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 

V1/2/(mV/s)1/2 i/µA 
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). Representación del inverso de las intensidades de 

corriente de difusión frente al inverso de la raíz cuadrada de la 

velocidad de rotación para tres MIPEs de la misma composición 

sintetizados a tres t (UV)  distintos (180, 60 y 30 segundos) y para 

un NIPE sintetizado a 180 segundos, para una concentración de 

HVA de 1×10-3 M. 
 

 

  MIP NIP 
w-1/2/ w-1/2/ 

t (UV) /s (rad/s)-1/2 i-1/A-1 (rad/s)-1/2 i-1/A-1 
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). Variación de la intensidad de pico anódico con la 

concentración de HVA para un MIPE y un NIPE sintetizados tras un 

valor de t (UV) de un minuto. 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

T-28. (Figura 7.26). Gráfica de calibración en formato semilogarítmico 

obtenida mediante DPV para un MIPE sintetizado a un valor de       

t (UV) de un minuto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[HVA]/µM iMIPE/µA INIPE/µA 
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 

log([HVA]/µM) i/µA 
-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 polímero molecularmente impreso sintetizado tras 

3 minutos de t (UV) e incubado en una concentración de 5×10-3 M 

en tolueno de las distintas especies interferentes estudiadas. 

 

 i/A 
HVA 1.18×10-6 
VMA 1.64×10-6 
IVMA 1.47×10-6 
MHPE 0.32×10-6 

 

T-30. (Figura 7.30). Curva de adiciones estándar para un electrodo de 

carbono vitrificado sin modificar en orina diluida 1:10 con 

citrato/HCl de concentración 0.1 M y pH=1.10. 

 

[HVA]/M i/A 
0 6.47×10-7 

4.52×10-5 3.83×10-6 
1.95×10-4 7.89×10-6 
3.61×10-4 9.31×10-6 
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