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Resumen general
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El cloranfenicol (CAP) es un antibidtico de amplio espectro empleado en el tratamiento
de infecciones bacterianas graves. Sin embargo, su uso incontrolado e indiscriminado ha
favorecido su presencia en cuerpos de agua, por lo que ha sido considerado un contaminante
emergente. La presencia de este antibidtico en los ecosistemas puede generar efectos
adversos tanto en el ambiente como en la salud humana, por lo que resulta necesario
desarrollar metodologias analiticas sensibles y confiables para su determinacion. En el
presente trabajo se describe el desarrollo de una metodologia electroanalitica para la
determinacion de CAP basada en un polimero molecularmente impreso (MIP). El MIP fue
sintetizado mediante una reaccién de precipitacién por radicales libres, empleando acido
metacrilico (MAA) y pirrol como mondmeros funcionales. Las interacciones entre la molécula
plantilla de CAP y ambos mondmeros fueron evaluadas mediante un estudio tedrico-
computacional basado en la teoria del funcional de la densidad mediante el método DFTB.
El comportamiento electroquimico de CAP fue evaluado mediante voltamperometria ciclica
(CV), observandose un pico catédico a -0.64 V y un pico anddico alrededor de 0.47 V,
asociados con los procesos de reduccion y oxidacion del grupo nitro presente en la molécula.
A partir de este comportamiento se establecid6 una metodologia indirecta para la
determinacion de CAP mediante voltamperometria de redisolucién adsortiva (AdSV) y
técnicas electroquimicas sucesivas. Posteriormente, se construyd una curva de calibracién
empleando diferentes concentraciones estandar de CAP, obteniéndose dos intervalos
lineales. Para uno de estos intervalos se obtuvieron valores de limite de deteccién (LOD) y
limite de cuantificacion (LOQ) de 72.57 y 219.90 ug/L, respectivamente. Asimismo, se
analizaron muestras reales provenientes de diversas fuentes de agua, obteniéndose
porcentajes de recuperacion cercanos al 100 %. Finalmente, se evalud el efecto de la matriz
sobre la sensibilidad mediante curvas de adicion estandar para cada muestra analizada. Los
resultados obtenidos permitieron demostrar la aplicabilidad de la metodologia

electroanalitica desarrollada para la determinacién de CAP en muestras de agua.
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velocidad de agitacidon 60 rpm, tiempo de carga 5 min.
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Figura 49 Relacion del pH con el potencial en la etapa de redisolucién para la 113
determinacion de CAP.

Figura 50 Mecanismo de reduccion y oxidacion del grupo nitro presente en la 113
molécula de CAP.

Figura 51 Intensidades de corriente anddica (i) obtenidas para tiempos de 114
carga desde 3, 5, 10, 15y 20 minutos en AdSV para la determinacion
indirecta de CAP. Condiciones experimentales: 0.05 mM de CAP, pH
de carga 6,10 % de MIP en GCPE, velocidad de agitaciéon 60 rpm,
sobrepotencial de cronoamperometria: -750.0mV.

Figura 52 Intensidades de corriente anddica (ia) obtenidas para velocidades de 115
agitacion desde 50, 100, 200, 300 y 400 rpm en AdSV para la
determinacion indirecta de CAP. Condiciones experimentales: 0.05
mM de CAP en buffer fosfatos pH 6, pH de carga 6, tiempo de carga
10 min,20 % de MIP en GCPE.

Figura 53 Intensidades de corriente anddica (ia) obtenidas a distintos valoresde 116

sobrepotenciales en cronoamperometria desde -700, -730, -750, -
780, -800 y -850 mV empleando AdSV para la determinacién de CAP.
Condiciones experimentales: 0.05 mM de CAP en buffer fosfatos pH
6, pH de carga 6, velocidad de agitacion 200 rpm tiempo de carga 10
min,20 % de MIP en GCPE.

Figura 54 Grafico de efectos principales para las variables: amplitud, ancho, 118
paso y periodo.

Figura55 Curva de calibracion empleando diferentes estandares de CAP 119
empleando la metodologia propuesta en la determinacion indirecta
de CAP. Condiciones experimentales: pH de redisolucion 6, pH de
carga 6, velocidad de agitaciéon 200 rpm, tiempo de carga 10 min,20
% de MIP en GCPE, sobrepotencial en cronoamperometria -780 mV.

Figura 1A Sefiales de excitacion de voltaje contra tiempo utilizadas en 124
voltamperometria.

Figura 2A Tipos de corriente dentro de un voltamperograma. 125

Figura 3A Sefial de excitacion para DPV y sus principales componentes 127
(izquierda); voltamperograma de una DPV (derecha).

Figura4A Esquema tipico de wuna celda electroquimica utilizada en 128
voltamperometria.

Figura 5A Representacién grafica de los elementos de un sensor 129
electroguimico.
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Introdqccién

v

Los contaminantes emergentes comprenden sustancias quimicas cuya presencia en el
medio ambiente no es monitoreada de manera rutinaria pero que presentan el potencial de
incorporarse al medio ambiente (Gil Garzon et al., 2012). La exposicion prolongada a bajos
niveles de estos contaminantes puede tener efectos adversos aun no comprendidos, dado
gue muchos de ellos no han sido suficientemente evaluados por falta de técnicas adecuadas
para su identificacién (Boxall et al., 2004). Dentro de los contaminantes emergentes, los
farmacos y particularmente los antibioticos han despertado especial interés y preocupacion
en los ultimos afios, debido a su potencial impacto en la salud humana (Richardson et al.,

2007).

El cloranfenicol (CAP) es un antibiético de amplio espectro empleado en el tratamiento
de infecciones bacterianas graves, como la fiebre tifoidea y el cdlera, sin embargo, su uso
excesivo e incontrolado en areas como la ganaderia, hospitales y actividades humanas en
general, ha provocado su presencia y persistencia en cuerpos de agua (Gruhzit et al., 1949).

Reportes indican que la exposicion con dicha sustancia puede provocar efectos adversos
a la salud que van desde supresion de la médula ésea, sindrome del bebé gris, anemia
aplasica y resistencia bacteriana (Nguyen et al., 2022). Esta ultima problematica representa
uno de las principales problematicas a nivel mundial, ya que dificulta el tratamiento de
infecciones y plantea serios problemas de salud publica (Naghavi et al., 2024).

Como resultado, surge la necesidad de desarrollar métodos analiticos o electroquimicos
para la determinacion de CAP en cuerpos de agua (lagos, rios, etc.). Reportes recientes
indican la presencia de CAP en cuerpos de agua en concentraciones que varian entre ng L*
y g L't (Nguyen et al., 2022).

Con base a lo anterior, la literatura describe métodos de andlisis en la determinacién de
CAP, incluyendo métodos instrumentales clasicos como cromatografia liquida acoplada a
masas (LC-MS) (Patyra y Kwiatek, 2020), cromatografia de gases (CG) (Shen et al., 2009),

ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Scortichini et al., 2005) y otros (Chen
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et al., 2009). Aunque estos métodos han demostrado ser precisos y exactos en la
determinacion del CAP, llegan a ser costosos y tardados. En este sentido, una alternativa la
ofrecen los métodos basados en deteccion electroquimica, ya que han demostrado ser tan
eficientes como los métodos aceptados oficialmente, pero con andlisis menos costosos,

sensibles y mas rapidos (Karimian et al., 2019).

Los métodos electroquimicos son ampliamente utilizados en quimica analitica debido a
que ofrecen ventajas como bajo costo, alta sensibilidad y tiempos de analisis reducidos. Se
han desarrollado diversos métodos para la determinacion de CAP, como la voltamperometria
con microelectrodos de fibra de carbono activados electroquimicamente (Agti et al., 2002),
electrodos de carbono vitreo modificados con pelicula compuesta de nanotubos de carbono
de pared simple, nanoparticulas de oro y liquido iénico (Alizadeh, 2009) y electrodos de
diamante dopado con boro (Alizadeh y Akhoundian, 2010). Sin embargo, la selectividad sigue

siendo uno de los principales desafios para los sensores electroquimicos desarrollados.

Como una alternativa a esta problematica, en la actualidad se ha descrito la aplicacion de
polimeros molecularmente impresos (MIP) en la modificacion de sensores electroquimicos.
Los MIP son materiales tridimensionales disefiados para reconocer selectivamente un
compuesto especifico o una clase de compuestos, lo que mejora significativamente la
sensibilidad y selectividad de los sensores electroquimicos al minimizar interferencias y

facilitar la deteccion precisa de analitos (Crapnell et al., 2020).

La sintesis de estos materiales se basa en la formaciéon de un complejo monémero-
plantilla, utilizando mondmeros funcionales y un analito objetivo (plantilla). Posteriormente,
mediante el uso de un agente entrecruzante, se genera una red tridimensional alrededor de
dicho complejo. Tras la etapa de polimerizacién, la plantilla es eliminada mediante procesos
de lavado, dejando sitios de reconocimiento especificos que presentan afinidad estructural

y quimica hacia el analito objetivo (de Ledn-Martinez et al., 2018).

El CAP ha sido ampliamente estudiado como analito objetivo en la preparacion de MIPs.

La mayoria de los reportes se enfocan en el uso de mondmeros funcionales derivados de
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grupos carboxilos, como el acido metacrilico (MAA) (Alizadeh et al., 2012) o la arginina (Lai
et al., 2023), los cuales forman complejos estables con la plantilla a través de interacciones
de puente de hidrogeno. Asimismo, se ha reportado el empleo de mondmeros aromaticos,
como la anilina (Wu, Zhang, Jia, Wu, et al., 2025) y la o-fenilendiamina (o-PD) (Geng et al.,
2022), cuyos anillos aromaticos favorecen principalmente interacciones de tipo m-mt con el
analito, contribuyendo a mejorar el proceso de reconocimiento molecular y la selectividad

del polimero.

Una molécula de interés debido a su similitud estructural y quimica hacia los mondmeros
aromaticos anteriormente mencionados es el pirrol. Sin embargo, no se han reportado
estudios que exploren la aplicacién de éste, en la sintesis de MIP para la determinacion de
CAP. El uso de pirrol en electroquimica estd destinado exclusivamente a la sintesis
electroquimica de polipirrol, el cual, es uno de los polimeros conductores mas utilizados
debido a su alta actividad catalitica sobre la sefial electroquimica (Zhou y Heinze, 1999).
Consecuencia de los enlaces conjugados a lo largo de la cadena molecular del polimero y su
elevada rigidez estructural (Maksymiuk, 2006), en comparacién con los polimeros

conductores a base de anilina, los cuales presentan una estructura mas flexible.

A partir de lo anterior mencionado, el uso del pirrol como mondmero funcional en la
sintesis de MIP ofrece ventajas adicionales para la formacion de sitios selectivos hacia el CAP,
ya que, ademas de las interacciones por puentes de hidrégeno, e interacciones m—T. La
rigidez y planaridad del pirrol al polimerizarse incrementa la estabilidad en la formacién del

complejo “mondmero-platilla”.

De acuerdo con lo anterior, en este proyecto, se plantea desarrollar una metodologia
electroanalitica basada en Voltamperometria de redisoluciéon adsortiva (AdSV) para la
determinacion electroquimica de CAP en cuerpos de agua utilizando electrodos de pasta de
carbdn vitreo modificados con polimeros molecularmente impresos (GCPE/MIP) empleando

como mondmeros funcionales en MAA y pirrol.
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Capitulo 1: Antecedentes generales

1.1 Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes se definen como compuestos que actualmente no estan
cubiertos por las normativas vigentes sobre la calidad del agua, que no se han estudiado
previamente y que se consideran amenazas potenciales para los ecosistemas y la salud y
seguridad humanas (Rayan, 2023). Su diversidad quimica es amplia: abarca desde productos
farmacéuticos, drogas de abuso, productos de cuidado personal (PCP), esteroides vy
hormonas, tensioactivos, compuestos perfluorados (PFC), retardantes de Ilama, aditivos y
agentes industriales, y aditivos para la gasolina, asi como sus productos de transformacion
(PT) (Tabla 1). Ademas, la literatura cientifica reciente ha ampliado esta clasificacion
integrando de manera formal a los nanomateriales, al compuesto 1,4-dioxano y a los

subproductos quimicos de la desinfeccién de piscinas (Richardson et al., 2007).

Tabla 1. Clases de compuestos emergentes.

Compuesto Ejemplos

Drogas de abuso Anfetamina, cocaina, tetrahidrocannabinol
Cloroalcanos C10—C13, hexabromociclododecano,

Retardantes de llama éteres de difenilo polibromados,
tetrabromobisfenol A, tris(2-cloroetil) fosfato

Aditivos para gasolina Dialquil éteres éter metil-terc-butilico

Aditivos y agentes industriales Agentes quelantes (EDTA), sulfonatos aromaticos

Benzofenona; N, N-dietiltoluamida;

Pr i rsonal
oductos de cuidado persona metilbencilideno, nitro,

Fragancias, repelentes de insectos, jabones,

o . Almizcles policiclicos y macrociclicos; triclosan
antimicrobianos, protectores solares

Acetaminofén, dcido acetilsalicilico, diclofenaco,

Productos farmacéuticos )
diazepam

Analgésicos y antiinflamatorios, antimicrobianos
para uso humano y veterinario, antiepilépticos,
reguladores de lipidos en sangre y farmacos Carbamazepina, benzafibrato, iopromida, iopamidol
psiquiatricos, antitumorales, farmacos
cardiovasculares
Esteroides y hormonas Dietilestilbestrol, estradiol, estriol, estrona
Etoxilatos de alquilfenol, alquilfenoles (nonilfenol y
octilfenol), carboxilatos de alquilfenol
Nanomateriales
Nuevas clases 1,4-dioxano

Subproductos de la desinfeccién de piscinas

Tensioactivos y metabolitos de tensioactivos

Tabla modificada de (Farré et al., 2008).
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El ingreso y la consecuente dispersion de compuestos inorganicos y, principalmente,
orgdanicos en el medio ambiente estan ligados directamente a su uso y gestion de residuos,
abarcando desde efluentes domésticos e industriales hasta la excrecién de medicamentos.
Dado este origen ligado a la actividad humana, las plantas de tratamiento de aguas residuales
experimentan dificultades para procesarlos, haciendo imperativo el estudio de su destino en
estas plantas. Si bien existen mecanismos de degradacién bioldgica, quimica y fotoquimica
que facilitan su eliminacion, las transformaciones sufridas dependen del medio fisico (aguas
superficiales, subterraneas, sedimentos o plantas de tratamiento). Como consecuencia, se
producen derivados que con frecuencia alteran el perfil ecotoxicolégico original (Boxall et al.,

2004).

1.2 Productos farmacéuticos

Entre los contaminantes emergentes, uno de los grupos mas estudiados en las ultimas
décadas ha sido los productos farmacéuticos (Rayan, 2023). A diferencia de los
contaminantes industriales, que generalmente estan sujetos a regulacion en el punto de
descarga, los productos farmacéuticos son bioldégicamente activos y persistentes en el medio
ambiente, incluso a bajas concentraciones. Esto significa que suelen ingresar al medio
ambiente a través de la excrecién después de que una persona usa el medicamento, la
eliminacién intencional de medicamentos no utilizados y el tratamiento de aguas residuales
o descargas de hospitales y plantas de fabricacién de productos farmacéuticos (Kurnianto et
al., 2026). Lo que distingue a los productos farmacéuticos es su aparente diversidad quimica,

potencia bioldgica y persistencia en el medio ambiente.

Estudios recientes han observado una variedad de principios activos farmacéuticos en
medios y sistemas ambientales, incluyendo aguas superficiales, aguas subterraneas, suelos

agricolas e incluso en cadenas alimentarias (Ayala Cabana et al., 2024).

Los analgésicos de venta libre, antibidticos, agentes anticancerigenos, las hormonas y
medicamentos psiquiatricos se han detectado de forma recurrente en los programas de

monitoreo realizados en todo el mundo (Gil Garzon et al., 2012).
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Cuantitativamente, los productos farmacéuticos se miden a menudo en concentraciones
de nanogramos a microgramos (ng L't a pg L), y su liberacion repetida genera una situacion
de exposicidn crdnica, especialmente en ecosistemas de agua dulce, a un escenario de

exposicion a bajas dosis (Nafade et al., 2019).

1.3 Cloranfenicol

El cloranfenicol (CAP) es un antibiético fendlico de amplio espectro, utilizado clinicamente
desde 1949 en medicina humana y veterinaria. Este antibidtico fue desarrollado a partir de
especies del género bacteriano Streptomyces, en particular Streptomyces venezuelae
(Gruhzit et al., 1949). Fue uno de los primeros antibidticos sintéticos que se descubrieron y
se utilizd ampliamente debido a su efectividad contra una variedad de bacterias
grampositivas y gramnegativas, asi como algunas bacterias anaerobias y otros patogenos

(Paris y Dumler, 2016).

Su capacidad para tratar infecciones graves, como la fiebre tifoidea y el cdlera, lo hizo un
recurso valioso en la medicina. Sin embargo, debido a sus efectos secundarios graves, su uso
ha disminuido (dafio a la médula dsea, incluida la anemia aplasica) en los seres humanos,

suele reservarse para el tratamiento de infecciones graves y potencialmente mortales.

El CAP ha sido etiquetado como un contaminante emergente debido a su presencia
creciente en el medio ambiente, particularmente en cuerpos de agua, lo que plantea un

riesgo para el ecosistemay la salud humana (Oong y Tadi, 2026).
1.3.1 Estructura quimica y propiedades fisicoquimicas

El CAP es un polvo cristalino fino de color blanco a blanco grisaceo o blanco amarillento
soluble en solventes polares como cloroformo y etanol, su estructura quimica se ilustra en la
Figura 1, presenta un anillo de paranitrobenceno que estad conectado a un grupo propanodiol,

el cual, asu vez, estd unido a una cadena lateral de dicloracetamida (Sathya et al., 2020a).
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Figura 1 Estructura quimica del CAP.

Algunas propiedades fisicoquimicas del CAP se muestran en la Tabla 2 (Nie et al., 2014).

Tabla 2.Propiedades fisicoquimicas del CAP.

Propiedades fisicoquimicas Valor
Formula C11H12Cl2N20s
Peso molecular 32313 ¢g mol 1
Log Kow 1.14
Solubilidad Enagua 2.50 mg mL™L a 25.00 °C
Punto de fusion 150.0-151.5°C
Recuento de donantes de enlaces 3
hidrogeno
Recuento de  aceptores de enlaces 5
hidrogeno
Recuento de centros quirales 1

Carga formal

Tabla modificada de (Nie et al., 2014).

Quimicamente, se comporta como un acido muy débil. Para que el CAP pierda un protén
y se convierta en un ion con carga negativa, necesitarias un entorno extremadamente bdsico
(alcalino), sin embargo, antes de perder un protdn ocurre la degradacion de la molécula
(Higuchi et al., 1954b).

El CAP se mantiene estable en un intervalo de pH de 2 a 7, alcanzando su punto de
estabilidad maxima en 5.5. Fuera de este intervalo la molécula es susceptible a dos vias de
degradacion: la hidrdlisis de amida o la ruptura del enlace carbono-cloro alrededor de pH 7

(Shih, 1971).
1.3.2 Estabilidady persistencia en el medio ambiente

En  humanos, la eliminacion del CAP ocurre fundamentalmente mediante
biotransformacion, excretandose hasta el 90.00 % de la dosis administrada en orina como

conjugado de glucurénido de CAP. Sin embargo, en el medio ambiente, este metabolito es
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susceptible de ser desconjugado por la accion bacteriana, lo que da lugar a la regeneracion

del compuesto (Halling-Sgrensen et al., 1998).

El CAP muestra estabilidad quimica en ciertas condiciones ambientales, como en
soluciones con pH neutro o acido, a temperaturas moderadas o bajas, y en ausencia de |uz
solar directa. Esta estabilidad relativa le permite persistir en entornos naturales comunes,
donde su degradacion es lenta, lo que influye directamente en su clasificacién como
contaminante emergente. Aunque el CAP se descompone en condiciones extremas, como
en ambientes con pH muy alto o bajo exposicién solar intensa, en la mayoria de los

ecosistemas permanece sin cambios durante largos periodos (Cheng et al., 2020).

Esta persistencia es problematica, ya que los sistemas convencionales de tratamiento de
aguas residuales no logran eliminarlo por completo, facilitando su acumulacién en suelos y

cuerpos de agua (Lin et al., 2022).

Se ha reportado la presencia de CAP en diferentes cuerpos de agua como: rios, lagos,
presas y mares desde concentraciones de ng L'* hasta pug L'! (Nguyen et al., 2022). A pesar
de sus bajas concentraciones, el CAP tiene el potencial de generar resistencia antimicrobiana
en bacterias, lo que constituye una amenaza significativa para la salud publica. Ademas, su
toxicidad afecta a los organismos acuaticos y terrestres expuestos a este antibidtico evitando
su crecimiento y desarrollo a lo largo del tiempo, lo que refuerza su consideracién como

contaminante emergente, debido a su impacto ambiental y en los sistemas bioldgicos.
1.3.3 Farmacologia y efectos sobre la salud humana

El CAP se administra por via oral e intravenosa y se distribuye ampliamente en la mayoria
de los tejidos vy fluidos corporales, alcanzando altas concentraciones en el higado y los
rifiones. Este antibidtico inhibe tanto la sintesis de proteinas en bacterias como en células del

mamifero (Nguyen et al., 2022).

El CAP, puede provocar varios efectos adversos sobre la salud. Uno de los efectos mas
graves es la depresion de la médula dsea, que puede resultar en anemia, leucopenia y

trombocitopenia. La anemia, es caracterizada por una disminucion en el nimero de gldbulos
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rojos, lo que puede llevar a una fatiga y debilidad. La leucopenia, o reduccién de glébulos
blancos, aumenta la susceptibilidad a infecciones, mientras que la trombocitopenia, o
disminucién de plaguetas, incrementa el riesgo de sangrado y moretones. En casos mas
severos, el CAP puede causar anemia aplasica, una condicién grave en la que la médula ésea

no produce suficientes células sanguineas (Papich, 2013).

En recién nacidos y lactantes, el CAP puede inducir el sindrome del neonato gris, una
afeccion peligrosa que se manifiesta con una coloracién grisacea de la piel, colapso
cardiovasculary problemas respiratorios, debido a la incapacidad del higado inmaduro para
metabolizar el medicamento adecuadamente, lo que puede llevar a la muerte del recién

nacido.

Se ha informado de un "sindrome gris" similar en adultos que recibieron una sobredosis
accidental del fdrmaco. Se ha observado dermatitis de contacto alérgica en un paciente que
utilizé una crema topica que contenia CAP. También se ha informado de neuritis dptica y
escotoma con pérdida de vision. El CAP se ha relacionado con el labio hendido. Se han
observado anomalias cromosdmicas en linfocitos humanos tratados con CAP in vitro (Fang

et al., s.f.).

1.4 Técnicas analiticas convencionales para la determinacion de CAP

En vista de lo anterior, la determinacién y monitoreo de CAP en cuerpos de agua y
alimentos de origen animal es de suma importancia. En afios recientes se ha reportado el
uso de metodologias analiticas para la cuantificacién de CAP en una amplia variedad de
matrices, incluyendo tejidos animales, huevos, miel, leche y cuerpos de agua. Especialmente
por medio de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (Liu et al., 2013), cromatografia
de gases (GC) (Shen et al., 2009), cromatografia liquida (LC) (Patyra y Kwiatek, 2020) basadas
en la distinta afinidad de los analitos por la fase movil y la fase estacionaria, lo que permite
su separacion, identificacién y cuantificacién. Asimismo, se ha empleado y el ensayo de

inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Scortichini et al., 2005) que se basa en la
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interaccion especifica entre un anticuerpo y el analito de interés, seguida de una reaccién

enzimatica que permite su deteccion y cuantificacion.

Enla Tabla 3 se presenta un resumen de las principales metodologias analiticas reportadas

para la determinacién de CAP.

Tabla 3.Técnicas convencionales reportadas en la determinacion de CAP en diferentes matrices.

Porcentaje de

Tipo de muestra Técnica analitica LOD recuperacion Referencia
(%)

-musculo -musculo

0.02 pg kg 78.20-88.00

-huevos -huevos

. 3 1 B}

Musculo, huevos, ¢\, 8.00x107 g ke 78.20-89.70 (Scortichini et al., 2005)
miel y leche -miel -miel

0.06 ug kg 96.20-103.00

-leche -leche

0.22 ug kg? 96.20-107.50
Musculo de pollo LC-ESI-MS/MS 0.10 ug kg 95.10- 107.30 (Zhang et al., 2008)
Ali

Imento para LC-MS—ES| 100.00 g kgt 79.30-101.40  (Patyray Kwiatek, 2020)
animales
Musculo porcino GC-NCI/MS 0.10 pg kg™ 78.50 -105.50 (Shen et al., 2009)
Miel HPLC-VWD 0.60 g kg 89.50 -93.60 (Chen et al., 2009)
Miel LC-MS/MS 0.07 pg kg 98.70-102.00  (Forti et al., 2005)
Orina LC—MS/MS 2440.00 pg L? 49.00-79.00 (Tuerk et al., 2006)
Aguaderioyaguas ., - 0.08 g L't 80.00-111.00  (Peng et al.,, 2008)
residuales
Aguas superficiales ., - 4.00pg L 96.00-108.00  (Liu et al., 2013)
y aguas residuales
UHPLC-EIS- 3 1 )

Agua potable MS/MS 2.00x107 pg L 93.20-95.70 (Lietal., 2018)

Abreviaturas: ELISA= ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas; LC= cromatografia liquida; ESl=ionizacién por electrospray;
MS=espectrometria de masas; GC=cromatografia de gases; NCl= ionizacién quimica negativa; VWD=detector de longitud de onda variable.

Estos métodos analiticos para la deteccion de CAP, aunque ofrecen diversas ventajas,

también presentan algunas desventajas. Por ejemplo, las técnicas de inmunoensayo

destacan por su simplicidad, rapidez y facilidad de uso, aunque pueden presentar reacciones
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cruzadas que ocasionan resultados falsos positivos, afectando la confiabilidad del analisis.
Por otra parte, las técnicas de separacion, como HPLC, ofrecen una elevada sensibilidad vy
selectividad; no obstante, requieren instrumentacion costosa, personal especializado y un
elevado consumo de solventes organicos, lo que incrementa los costos operativos y genera

un impacto ambiental considerable (Nesic et al., 2017).

Debido a estas limitaciones, existe un interés creciente en el desarrollo de metodologias
analiticas alternativas que sean mas rdpidas, sensibles, selectivas, econdmicas y amigables
con el medio ambiente. En este contexto, las técnicas electroquimicas han surgido como una
opcién prometedora, ya que permiten la determinacion de analitos a bajos niveles de
concentracién mediante instrumentacién de menor costo, tiempos de analisis cortos y un

reducido consumo de reactivos y solventes (Karimian et al., 2019).

Por otra parte, la informacién reportada en la literatura sobre la determinacién de CAP
en muestras de agua es aun limitada, a pesar de que este antibidtico ha sido detectado en
diferentes cuerpos de agua como consecuencia de descargas provenientes de actividades
agricolas, pecuarias, farmacéuticas y hospitalarias. La escasez de métodos analiticos dirigidos
a esta matriz evidencia la necesidad de desarrollar estrategias de deteccién que permitan el

monitoreo sensible y confiable de CAP en el ambiente.

1.5 Técnicas electroquimicas reportadas para la determinacion de CAP

Las técnicas electroquimicas se basan en la determinacion de propiedades eléctricas de
analitos en disolucién cuando forman parte de una celda electroquimica (Karimian et al.,
2019).Estudian la transformacion de la energia eléctrica a quimica y viceversa; investigando
procesos fisicoquimicos de oxido-reduccion que ocurren en la interfase entre un conductor
guimico y un conductor idnico (Crespi, 2020). En los procesos electroquimicos, se controla
una variable eléctrica y se monitorean los cambios en las demas, lo que describe los

fendmenos quimicos que ocurren en la superficie del electrodo (Bagockij, 2006).
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En la determinacién electroquimica de analitos, las técnicas mas utilizadas por su sencillez
de operacion, rapidez y sensibilidad son las voltamperometrias (secciéon 5.1 anexos), en
especial la voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) (Venton y DiScenza, 2020) y de onda
cuadrada (SWV) (seccion 5.2 de anexos), las cuales se basan en la medicién de una corriente
eléctrica en funcion a un potencial aplicado sobre un electrodo de trabajo sumergido en una
solucién electrolitica que contiene una especie electroactiva (Huang et al., 2021).Estas
caracteristicas han favorecido su aplicacién en el desarrollo de sensores electroquimicos
para la determinacién de CAP, los cuales, de acuerdo con el elemento de reconocimiento
empleado, se clasifican en biosensores (BS) y sensores no enzimaticos (NES) (seccidén 5.5

anexos).

Dado que el grupo nitro presente en la molécula de CAP (Figura 1) actia como centro
redox activo, el uso de sensores electroquimicos son particularmente Utiles para su analisis.
Los primeros estudios sobre el comportamiento electroquimico del CAP fueron realizados
por Tocher y Edwards, quienes, mediante CV, demostraron la formaciéon de especies
intermediarias durante los procesos de oxidacion y reduccion de este antibidtico (Ecuacion

1) (Tocher y Edwards, 1989).

+ 4e” ,+ 4Ht +2e” ,+2H*

RNO, RNHOH ————RNO Ecuacion 1.

En 2008, S. Chuanuwatanakul y colaboradores (Chuanuwatanakul et al., 2008) estudiaron
las propiedades electroquimicas del CAP utilizando CV en un electrodo de pelicula delgada
de diamante dopado con boro. En la Figura 2 se muestra el voltamperograma obtenido, en
el cual el potencial se barrid durante dos ciclos en un intervalo de -1.20a 1.20 V. Durante el
primer barrido se observaron dos picos, uno catédico a —0.85 V y otro anddico a 0,44 V,
ambos frente a Ag/AgCl. En el segundo barrido se observd un nuevo pico catédico a -0.39 V
frente a Ag/AgCl. Estos resultados confirmaron la presencia de especies intermediarias en
las reacciones de oxidacion y reduccion del CAP. El primer pico catddico (-0.85 V)
corresponde a una reduccién irreversible del grupo nitro al derivado de hidroxilamina. El pico

anddico (0.44) surge de la oxidacién del derivado de hidroxilamina a un derivado nitroso
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durante el barrido inverso. Posteriormente, el segundo pico catédico (-0.39 V) se atribuye a

la reduccién reversible del compuesto nitroso nuevamente al derivado de hidroxilamina.

20.0
10.0 +
/‘:\\a—
0.00 f BEEX AT e,
3
— -10.0
Q
c
@ -20.0 |
S . .
O -30.0 —— Primer barrido
— = Segundo barrido
-40.0 } -~ Blanco
_50‘0 1 A A 1 L

-1.20 -0.80 -0.40 0.00 0.40 0.80 1.20
Potencial / V vs Ag/AgCl

Figura 2 Voltamperograma ciclico del estudio electroquimico del CAP obtenido de Chuanuwatanakul et al., 2008.

En la Tabla 4 se presenta un resumen de algunos NES y BS reportados para la
determinacion de CAP en diferentes matrices. En la mayoria de los métodos descritos, la
cuantificacion del analito se basa en la reduccién electroquimica del grupo nitro presente en

la molécula de CAP, aprovechando la actividad redox caracteristica de este grupo funcional.
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Tabla 4. Trabajos reportados para la determinacién electroguimica de CAP empleando sensores y biosensores modificados para
diversas muestras.

Tipo de Técnica Tipo de Sensor electroquimico LOD Referencia

muestra electroquimica sensor (modificante/electrodo) (ug LY
(Aglietal.,

Leche SWV NES CFME 15.00 2002)

Leche LSV NES SWCNTs-AUNPs-IL/ GCE 1.62 (Xiao et al.
2007)

Orina LSV NES Fe/ NC-Nafion/GCE 10.02 (Baikeli et al.
2020)

Lechey miel  CV BS AuNPs/GO/GCE 81.00 (Karthik et al.,
2016)

Miel DPV BS Apt/dsDNA/AUE 660102 - Yanetal,
2012)

Leche LSV BS Apt/rGO/AgNPs/GCE 0.65 (Liuetal.,
2017)

Pescado SWV BS Apt/MGP/GCE 3.00 x 10* (szlYSa)n etal.,

Agua de rio (Rafi et al.,

y presa v NES DUT-4/pTSA/GCE 12.60 o

Abreviaturas: NES=sensor no enzimatico; BS=biosensor; SWV=voltamperometria de onda cuadrada; LSV=voltamperometria lineal
CFME= microelectrodos cilindricos de fibra de carbono; GCE= electrodo de carbono vitreo; SWCNTs= nanotubos de carbono de pared
simple; AuNPs=nanoparticulas de oro; IL=liquido i6nico; Fe/NC-Nafion=pelicula compuesta de carbono dopado con nitrégeno y hierro,
fijada con Nafion; MIP=polimero molecularmente impreso; CPE= electrodo de pasta de carbono; DPV=voltamperometria diferencial de
pulsos; Apt=aptasensor; dsDNA= ADN de doble cadena; AuE=electrodo de oro; rGO =dxido de grafeno reducido; MGP=nanoparticulas
magnéticas de oro;DUT-4= estructura orgdnica de aluminio; pTSA=4cido poli(para-tolueno sulfénico).

Los NES desarrollados para la determinacion de CAP han demostrado una elevada
sensibilidad, alcanzando LOD del orden de partes por millén (ppm) y partes por billéon (ppb).
Sin embargo, su principal limitacion radica en la selectividad. Debido a que las muestras
reales, como alimentos o matrices ambientales, contienen una gran variedad de compuestos
quimicos que pueden interferir en la determinacién precisa de CAP afectando la respuesta

analitica (Bruckschlegel et al., 2025).

Por otra parte, los BS incorporan un elemento de reconocimiento biolégico, generalmente
una enzima, que les confiere una alta selectividad hacia el analito de interés. Gracias a esta
interaccidn especifica, estos dispositivos pueden alcanzar limites de deteccién del orden de
partes por trillén (ppt), ademas de ofrecer una excelente sensibilidad (Mehrotra, 2016). Sin
embargo, su aplicacion presenta algunas desventajas importantes, entre ellas el elevado
costo de fabricacion, la complejidad de su preparacién y la limitada estabilidad de las

enzimas, las cuales pueden perder actividad ante variaciones de temperatura, pH, fuerza
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idnica o condiciones de almacenamiento, reduciendo asi la vida Util del sensor (Sin et al.,

2014).En consecuencia, ambos tipos de sensores presentan ventajas y limitaciones.

Ante este panorama, surge la necesidad de desarrollar nuevas estrategias que permitan
mejorar el desempefio de los sensores electroquimicos, particularmente su selectividad, sin
incrementar significativamente los costos de fabricacion. En este contexto, los biosensores
electroquimicos de cuarta generacion, incorporan materiales de reconocimiento sintéticos
altamente selectivos, como los polimeros de impresion molecular (MIP), como

modificadores del electrodo (Li et al., 2024)

Estos materiales son capaces de reconocer especificamente al analito mediante cavidades
complementarias en forma, tamafio y grupos funcionales, emulando el mecanismo de
reconocimiento de los sistemas bioldgicos, pero con una mayor estabilidad quimica y
térmica, menor costo de produccion y una vida util mas prolongada (Andersson et al.,
1984).Por ello, los sensores basados en MIP representan una alternativa prometedora para
el desarrollo de dispositivos electroquimicos con alta sensibilidad y selectividad para la

determinacion de CAP.

1.6 Polimeros molecularmente impresos (MIP)

Los polimeros de impresién molecular (MIP) son materiales sintéticos tridimensionales
con cavidades especificas para retener de manera selectiva a una molécula de interés
(denominada plantilla) por medio de adsorcidon a nivel molecular. Los MIP son polimeros que
reconocen de manera altamente especifica a un compuesto o familia de compuestos. Gracias
a esta propiedad, los MIP pueden ser utilizados como sistemas de extraccion o
reconocimiento en la modificacion de electrodos de trabajo, lo que mejora la selectividad y
sensibilidad de sensores electroquimicos al reducirinterferenciasy optimizar la deteccion de

analitos (Crapnell et al., 2020).

Los MIP se sintetizan en presencia de una molécula plantilla, lo que permite que el polimero

adquiera una estructura especifica en términos de forma, disposicién, orientacion y enlaces,
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facilitando el fendmeno conocido como 'reconocimiento molecular (Figura 3). Este proceso

reproduce el mecanismo de reconocimiento de los sistemas bioldgicos, como el antigeno-

anticuerpo, formando un complejo de llave-cerradura entre el polimero y la plantilla (R. Gao

etal,

2026).
i
p)
Monomeros Plantilla

Complejo: Mondmero-Plantilla

Figura 3 Esquema del reconocimiento molecular en MIP.

En términos generales, la técnica de impresidon molecular se basa en la preparacion, en

presencia del mondmero adecuado, de un polimero altamente entrecruzado alrededor de

un analito (componente de interés analitico de una muestra) que se separa de la matriz

plantilla. Estan conformados por (de Ledn-Martinez et al., 2018):

a)

Plantilla: Es la molécula que se desea extraer o analizar selectivamente, por ejemplo,
farmacos, aminodcidos, carbohidratos, proteinas, hormonas, plaguicidas,
antibidticos, entre otros.

Mondmero funcional: Compuesto que formara el polimero, unidad por unidad. La
seleccion del mondmero se realizard en funcion de las caracteristicas y grupos
guimicos funcionales de la plantilla, con el que debe formar un complejo estable
Entrecruzante: Elemento responsable de generar la estructura tridimensional del
polimero y de proporcionarle la estabilidad mecanicay rigidez.

Iniciador: Es el responsable de iniciar el proceso de polimerizacion por radicales libres.
Se emplean diferentes iniciadores; en funcion del método de iniciacion empleado,
éstos pueden ser por exposicion a radiacion ultravioleta o calor.

Pordgeno: Ademas de actuar como el medio de reaccién, favorece la formacién de

Pagina | 36



poros en el MIP. Debe cumplir con ciertas caracteristicas: los demas compuestos que
intervienen en la polimerizacién deben ser solubles en él y tener baja polaridad, para
reducir las interferencias durante la formacion del complejo de polimerizacion.

En la Figura 4 se muestran los componentes (mondmeros, entrecruzante, iniciador y

pordgenos ) mas usados en la sintesis de MIP.

Mondmeros acidos Mondmeros basicos

g . Acido metacrilico 4-Vinilpiridina
Acd% Metacrilato de N,N-

dimetilaminoetilo
Acido triflurometacrilico

2-Vinilpiridina

Iniciador porogénico

Mondmeros quelantes

AIBN Acetonitrilo

Tolueno
Dimetoxifenil

Diclorometano
Acetofenona

Cloroformo
S-vinilimidazol Acido 4-Vinilbenciliminodiacético

Figura 4 Reactivos mds utilizados (mondmeros, disolventes y entrecruzante) en la sintesis de MIP.

1.7 Sensores electroquimicos modificados con MIP para la determinacién de
CAP en diferentes matrices.

En la tabla 5 se muestran algunos sensores electroquimicos modificados con MIP

reportados en la determinacion de CAP.
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Tabla 5 Trabajos reportados para la determinacion electroquimica de CAP empleando sensores modificados con MIP.

Tipo de Técnica Sensor electroquimico Mondmero LOD

muestra electroquimica  (modificante/electrodo) funcional (ug LY Referencia
Acido (Alizadeh et
Lech SWV MIP/CPE - 0.65
eche / metacrilico al., 2012)
o (Geng et al
Leche - MIP/CS-MWCNTs/GCE fenilendiamina  3.30x1072 g v
2022)
(o-PD)
(Wu, Zhang,
Leche SWV MIP/PANI/RGO/GCE Anilina 0.32 Jia, Wu, et
al., 2025)
. ) . 5 (Laietal.,
Miel DPV Arg-MIP/GCE Arginina 4.39x10 2023)
(Wu, Zhang,
Lech MIP/PAN/AUNPs-RGO-
hi;gy SWV cyéCE/ uNPs-RGO Anilina 2.03x10?  Jia, Mao, et
al., 2025)

Abreviaturas: SWV=voltamperometria de onda cuadrada; MIP=polimero molecularmente impreso; CPE= electrodo de pasta de
carbono; PANI=nanocompuesto de barras de polianilina; RGO= 6xido de grafeno reducido; DPV= voltamperometria diferencial de pulsos;
Arg=Arginina; AUNPs= nanoparticulas de oro; CS= quitosano; MWCNTs= nanotubos de carbono de pared multiple.

Los sensores electroquimicos modificados con MIP, han demostrado ser alternativas
prometedoras para la determinacién sensible y selectiva de CAP en diversas matrices. Sin
embargo, hasta la fecha son escasos los estudios que reportan el uso de sensores
electroquimicos modificados con MIPs para la determinacién de CAP en cuerpos de agua.
Esta limitada informacién evidencia un area de oportunidad para el desarrollo de nuevos

sensores que permitan el monitoreo de este contaminante en matrices ambientales.

Entre los mondmeros funcionales mas utilizados para la sintesis de MIP dirigidos al
reconocimiento de CAP destacan el dcido metacrilico (MAA) (Alizadeh et al., 2012) y la
arginina (Lai et al., 2023), debido a su capacidad para establecer interacciones mediante
puentes de hidrogeno con la molécula plantilla. Asimismo, se ha reportado el empleo de
mondémeros aromaticos, como la anilina (Wu, Zhang, Jia, Wu, et al.,, 2025) y la o-
fenilendiamina (0-PD) (Geng et al., 2022), cuyos anillos aromaticos favorecen interacciones
de tipo -1t con el analito, contribuyendo a mejorar el proceso de reconocimiento molecular

y la selectividad del polimero.

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo se propone la utilizacion de dos
monoémeros funcionales durante la sintesis del MIP: MAA, ampliamente reportado para la

impresion molecular de CAP, y pirrol, como un mondmero funcional novedoso. Se plantea
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que la combinacién de ambos mondmeros favorezca la formacion de multiples interacciones
con la molécula plantilla, incluyendo puentes de hidrégeno proporcionados principalmente

por el MAA e interacciones m-Tt derivadas del sistema aromatico del pirrol.

1.8 Estudio tedrico; Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

La comprension de las interacciones moleculares entre la molécula plantilla y los
monoémeros funcionales constituye un aspecto fundamental para el disefio de MIP, ya que
estas interacciones determinan la formacion de sitios de reconocimiento especificos y, por
consiguiente, la selectividad del material obtenido. Para el estudio de dichas interacciones,
una de las herramientas computacionales mas utilizadas es la Teoria del Funcional de la

Densidad (DFT) (Nagy, 1998).

La DFT es un método de quimica computacional basado en la mecanica cuantica que
permite estudiar la estructura electrénica y las propiedades fisicoquimicas de moléculas y
materiales (Nagy, 1998). A diferencia de otros métodos que describen el sistema mediante
la funcion de onda, la DFT utiliza la densidad electrénica como variable fundamental, lo que
permite obtener resultados con una elevada precisiéon y un costo computacional
relativamente bajo. Estas caracteristicas han favorecido su amplia aplicacion en el estudio de
interacciones moleculares, la prediccién de la estabilidad de complejos supramoleculares y

el disefio racional de nuevos materiales (Guan et al., 2025).

En el campo de los MIP, la DFT se emplea para analizar las interacciones que se establecen
entre la molécula plantilla y los mondmeros funcionales durante la etapa de
prepolimerizaciéon. Mediante esta metodologia es posible optimizar la geometria de los
complejos mondmero—plantilla, identificar la orientacién espacial mas estable y estimar la

intensidad de las interacciones responsables del reconocimiento molecular.

Ademas, la DFT proporciona informacion detallada sobre las propiedades electrdnicas de
los sistemas moleculares mediante el cdlculo de la energia de interaccion, parametro que

permite evaluar la estabilidad de los complejos formados entre la plantilla y el mondmero
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funcional. Asimismo, posibilita el analisis de la distribucion de la densidad electrénica a través
de los mapas de potencial electrostatico molecular (MEP), los cuales identifican las regiones
con mayor probabilidad de establecer enlaces de hidrdogeno, interacciones electrostaticas y
otras interacciones no covalentes. De igual manera, el estudio de los orbitales moleculares
de frontera (HOM, Orbital molecular ocupado de mayor energia y LUMO, orbital molecular
desocupado de menor energia) proporciona informacién acerca de la reactividad quimica
(Fukui et al., 1952) y la capacidad de transferencia electrénica de las especies involucradas,
mientras que parametros termodindmicos, como la energia libre de Gibbs (AG) (Bader,
2003), permiten evaluar la espontaneidad en la formacién de los complejos moleculares (Liu

et al., 2017).
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Capitulo 2: Objetivos y justificacion

2.1 Objetivo general

Desarrollar una metodologia electroanalitica basada en Voltamperometria de
redisolucién adsortiva (AdSV) utilizando electrodos de pasta de carbdn vitreo modificados
con polimeros molecularmente impresos (GCPE/MIP) empleando pirrol y acido metacrilico
(MAA) como mondémeros funcionales en la determinacién de cloranfenicol (CAP) en

muestras de agua.
2.2 Objetivos especificos

Realizar un estudio tedrico-computacional mediante la teoria del funcional de la densidad
(DFT) para evaluar las interacciones entre la molécula plantilla de CAP y los mondmeros
funcionales MAA vy pirrol, con el propdsito de sustentar la seleccion de los componentes
empleados en la sintesis del MIP.

Caracterizar el material polimérico 6ptimo mediante espectroscopia infrarroja (FTIR),
microscopia electrénica de barrido (SEM), andlisis de drea superficial especifica (BET), analisis
termogravimétrico (TGA) y técnicas electroquimicas con el propdsito de determinar sus
propiedades estructurales, morfoldgicas y fisicoquimicas.

Optimizar los parametros criticos de la metodologia electroquimica, incluyendo el pH, la
velocidad de agitacion, el tiempo de preconcentracién, el sobrepotencial aplicado durante la
cronoamperometria y la intensidad de corriente empleada en la voltamperometria
diferencial de pulsos (DPV), con el fin de maximizar la respuesta electroquimica para la
determinacion de CAP.

Construir una curva de calibracion utilizando la metodologia electroquimica optimizada para
la determinacién a diferentes concentraciones de CAP, con el propdsito de establecer las
figuras de mérito analiticas, tales como la sensibilidad, el limite de deteccidon (LOD) y el limite

de cuantificacién (LOQ).
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Aplicar la metodologia electroquimica desarrollada para la determinacion de CAP en
muestras de agua de pozo, lago, manantial, rio y presa, mediante la evaluacion de los

porcentajes de recuperacion, con el propdsito de evaluar la exactitud del método.

2.3 Justificacidn

El CAP es un antibidtico eficaz contra diversas infecciones bacterianas; sin embargo, su
uso inadecuado puede generar efectos adversos tanto en la salud humana como en el medio
ambiente (Rayan, 2023). Debido a su toxicidad y a su potencial contribucion al desarrollo de
resistencia bacteriana, la presencia de este compuesto en cuerpos de agua constituye una
preocupacion para la salud publica y los ecosistemas (Lin et al., 2022). Por ello, es necesario
disponer de metodologias analiticas que permitan su deteccién de manera rapida, sensible

y selectiva.

En este contexto, el presente proyecto propone desarrollar una metodologia
electroanalitica basada en polimeros molecularmente impresos (MIP) para la determinacion
de CAP en cuerpos de agua. El empleo de MIPs como elemento de reconocimiento permite
favorecer la interaccién selectiva con la molécula de interés, mientras que la deteccidn
electroquimica ofrece ventajas como rapidez de andlisis, bajo costo, precision y sensibilidad
(Alizadeh y Akhoundian, 2010). De esta manera, la metodologia propuesta representa una
alternativa potencialmente accesible frente a técnicas convencionales de analisis, como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Patyra y Kwiatek, 2020) y los ensayos de

inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Patyra y Kwiatek, 2020).

Desde el punto de vista social, el desarrollo de una metodologia para la deteccion de CAP
en agua puede contribuir al monitoreo de este contaminante y, con ello, a la identificacion
de posibles fuentes de exposicion. Esto resulta relevante debido a los efectos toxicos
asociados con la exposicion al CAP, entre los que destaca la supresion de la médula dsea,
anemia aplasica, sindrome del bebé gris en mujeres embarazadas y propagacion de bacterias

resistentes a los antibiodticos (Nguyen et al., 2022).
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Asimismo, este proyecto aborda una problematica ambiental relacionada con la presencia
de contaminantes emergentes en cuerpos de agua. La disponibilidad de una metodologia
electroanalitica selectiva para la determinaciéon de CAP puede facilitar su monitoreo en
matrices acuosas. En este sentido, el desarrollo de sensores basados en MIPs representa una
estrategia de interés dentro de la electroquimica analitica para la deteccion de

contaminantes de relevancia ambiental y sanitaria.
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Resumen

Se presenta un estudio tedrico-computacional integral del cloranfenicol (CAP) y su interaccién

con dos mondmeros funcionales de relevancia para el disefio de polimeros: el acido metacrilico
(MAA) vy el pirrol. Las geometrias moleculares fueron optimizadas a nivel wB97X-D/def2-TZVP en
Gaussian 16. La busqueda conformacional de los complejos binarios CAP—-MAA y CAP—Pirrol se
realizd mediante dinamica molecular DFTB-SCC (Teoria del funcional de la densidad de enlace
fuerte con correccion de autoconsistencia de carga) utilizando el termostato de Nosé-Hoover
(300—400 K, ~201 ps). Las conformaciones de minima energia fueron reoptimizadas al mismo
nivel de teoria, obteniéndose energias de interaccién de —14.30 kcal mol? (AH, CAP-MAA) y
-11.83 kcal mol™ (AH, CAP—Pirrol), estabilizadas por dos enlaces de hidrogeno intermoleculares
en cada complejo. Las isosuperficies NCI (analisis de interacciones no covalentes) y las graficas
RDG (gradiente de densidad reducido) vs sign(A2)p confirman la naturaleza y fortaleza de las

interacciones.
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Capitulo 3: Estudio teodrico-computacional del reconocimiento

molecular entre CAP y mondmeros funcionales (MAAy pirrol)
[ ]

3.1 Metodologia

3.1.1 Estudio tedrico de moléculas individuales

Las geometrias de todas las moléculas fueron optimizadas a nivel de teoria DFT utilizando
el funcional de rango separado wB97X-D en conjunto con la base def2-TZVP, implementados
en el paquete de software Gaussian 16. El andlisis de reactividad quimica, incluyendo la
funcion de Fukui y los indices de reactividad global y local, fue realizado con el software
Multiwfn, mientras que la visualizacién de las isosuperficies y mapas de densidad electrénica

se llevd a cabo con el programa VMD.
3.1.2. Busqueda conformacional de los sistemas binarios

Con el fin de determinar las conformaciones de menor energia y las principales
interacciones moleculares entre el CAP y cada uno de los mondmeros (MAA vy pirrol), se
realizaron simulaciones de dindmica molecular mediante el método de la Teoria del DFTB-

SCC, implementado ebbn el programa DFTB+.

3.1.3. Hamiltoniano y parametros electrénicos

El Hamiltoniano electrénico se construyd con el método DFTB de tercer orden completo
(ThirdOrderFull), que incluye términos de tercer orden en la expansion de la energia en
funcion de las fluctuaciones de carga, mejorando la descripcién de sistemas con
heterodtomos (Becke, 1993). La autoconsistencia de carga (SCC) se resolvid con una
tolerancia de 1.00x107° y un maximo de 100 iteraciones por paso. La distribucion electrénica
de los electrones en los niveles de energia se describié mediante la funcién de Fermi a 400
K, consistente con la temperatura maxima de exploracién conformacional. El momento

angular maximo considerado para cada elemento fue: H (s), C (p), N (p), O (p) y Cl (p).
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Los archivos de parametros de Slater-Koster se cargaron en formato Type2FileNames
para todos los pares de elementos presentes en los sistemas (C, O, N, Cl, H). Las derivadas
de Hubbard empleadas fueron: H = -0.1857, C = -0.1492, N = -0.1535, O = -0.1575 y Cl =
-0.0697 u.a (unidad atémica). La correccion H5 se aplicé para mejorar la descripciéon de los
enlaces de hidrogeno, de particular relevancia para las interacciones entre el CAP vy los
mondmeros estudiados. Asimismo, se incorpord la correccion de dispersion DFT-D3 con
amortiguamiento de cero (ZeroDamping), empleando los parametros s¢ = 1.00, sg = 0.49, sr6
= 1.25y ae = 29.6, incluyendo la repulsién H-H (HHRepulsion), con el objeto de describir
adecuadamente las interacciones de Van Der Waals de largo alcance, criticas en el

reconocimiento molecular entre sistemas organicos.

3.1.4 Protocolo de dinamica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo con el integrador de
Velocity-Verlet con un paso de tiempo de 1.0 fs. El control de temperatura se realizd
mediante el termostato de Nosé-Hoover con una constante de acoplamiento de 1000 cm™,
El protocolo de temperatura adoptado consistié en un perfil dindmico disefiado para explorar
ampliamente el espacio conformacional de los complejos: (1) equilibrio inicial a 300 K (1
paso), (2) calentamiento gradual de 300 K a 400 K durante 40.0 ps (40,000 pasos), (3)
exploracion conformacional a 400 K durante 120 ps (120,000 pasos), (4) enfriamiento
gradual de 400 K a 300 K durante 30.0 ps (30,000 pasos) y (5) equilibrio final a 300 K durante
10.0 ps (10,000 pasos). El tiempo de simulacién total fue de aproximadamente 201 ps por
sistema. Las coordenadas y velocidades se guardaron cada 0.25 ps (250 pasos) para el analisis

posterior de las trayectorias.

La estrategia de calentamiento a 400 K tiene como propdsito superar las barreras
energéticas conformacionales, permitiendo una exploracién mas exhaustiva del espacio de
fase del complejo. Las conformaciones de minima energia obtenidas a lo largo de la
trayectoria fueron posteriormente sometidas a optimizacién de geometria a nivel DFT para

caracterizar con mayor precision las interacciones entre el CAP y los mondmeros.
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3.2. Resultados y discusion

3.2.1 Optimizacion y estudio tedrico de las moléculas individuales

3.2.1.1 Cloranfenicol

El cloranfenicol (CAP) es un antibiético de amplio espectro cuya actividad bioldgica esta

estrechamente relacionada con su estructura molecular. La Figura 5 muestra la geometria

optimizada del CAP.

Figura 5 Estructura molecular optimizada y enumerada del CAP a nivel B3LYP/6-31G(d,p).

3.2.1.1.1 Parametros geomeétricos.

Los pardametros geométricos del CAP, distancias y angulos de enlace, calculados a nivel

wB97X-D/def2-TZVP se presentan en la Tabla 6, junto con los valores de referencia

reportados en la literatura (Sathya et al., 2020b). En general, se observa una buena

concordancia entre ambos conjuntos de datos. Las ligeras discrepancias encontradas pueden

atribuirse al funcional y conjunto de base empleados.

Tabla 6. Parametros geométricos del CAP: distancias y dngulos de enlace.

Enlace

Literatura

Este trabajo

Distancias de enlace (A)

(Sathya et al., 2020)

020-N18 1.22 1.22
C3-N18 1.47 1.48
C3-C2 1.39 1.39
c6-C7 151 1.52
C7-017 141 1.43
C8-N11 1.47 1.45
N11-H30 1.01 1.01
C14-Cl16 1.79 1.79
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C12-013 1.21 1.22

C9-010 1.42 1.42
Angulos de enlace (°)

C7-017-H32 108.00 109.43
C8-N11-C12 122.70 122.34
C8-N11-H30 115.90 119.74
N11-C8-C7 109.10 110.40
C7-C8-C9 114.00 111.39
017-C7-C6 108.00 108.53
010-C9—-C8 107.40 111.71
013-C12-N11 125.00 125.19
Cl15-C14-Cl16 112.00 110.89
Cl15-C14-H31 106.10 107.18
C1-C6-C5 119.40 118.99
019-N18-020 124.80 124.69

3.2.1.1.2. Andlisis electrdnico: orbitales moleculares y potencial electrostdtico.

La Figura 6 muestra los orbitales HOMO y LUMO, asi como el mapa de potencial
electrostatico (cargas de Mulliken) del CAP. El analisis de las cargas de Mulliken reveld que
los dtomos con mayor densidad electrénica corresponden a los oxigenos de los grupos
hidroxilo y carbonilo, asi como a los dtomos de cloro. Por el contrario, el &tomo de nitrégeno
del grupo nitro (NO,) presenta el caracter electropositivo mas pronunciado de la molécula,
seguido por los hidrégenos enlazados a los grupos hidroxilo y el carbono C12 del grupo

carbonilo.

La mayor contribucion del orbital HOMO se localiza en los oxigenos 010 y 017 de los
grupos hidroxilo y en el oxigeno 013 del grupo carbonilo, seguidos por los carbonos del anillo
aromaticoy el dtomo CI16, identificando estas regiones como los principales sitios donadores
de densidad electrénica (sitios reactivos frente a ataques electrofilicos). La mayor
contribucion del orbital LUMO se ubica en el nitrégeno del grupo nitro (NO) v en los
carbonos C3 y C6 del anillo aromatico, sefialando estas zonas como los principales sitios
aceptores de densidad electrénica (sitios reactivos frente a ataques nucleofilicos). Ambos

resultados son consistentes con los valores de las cargas de Mulliken.
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Figura 6 Representacion de los orbitales HOMO (izquierda), LUMO (centro) y mapa de potencial electrostdtico de Mulliken
(derecha) del CAP.

3.2.1.2 Acido metacrilico

El dcido metacrilico (MAA) es un mondmero vinilico de gran importancia industrial
empleado principalmente en la sintesis de polimeros acrilicos. Su estructura incluye un doble
enlace C=C conjugado con un grupo carboxilico (-COOH), lo que le confiere una marcada
reactividad quimica. La Figura 7 muestra la geometria optimizada y la numeracién de &tomos

empleada en el andlisis.

W

Figura 7 Estructura molecular optimizada y enumerada del MAA a nivel B3LYP/6-31G(d,p).

3.2.1.2.1 Parametros geométricos

Los parametros geométricos calculados para el MAA presentan una buena concordancia
con los valores experimentales reportados (Herbers et al., 2019).Las distancias de enlace C=0
y C—OH del grupo carboxilico, asi como la del doble enlace C=C, son consistentes con los
valores tipicos para estos grupos funcionales (Tabla 7). Los parametros sin valor de referencia

en la literatura corresponden a enlaces cuya longitud no fue reportada en el estudio citado.
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Tabla 7. Pardmetros geométricos del MAA: distancias y dngulos de enlace.

Enlace Literatura Este trabajo
Distancias de enlace (A) (Herbers et al., 2019)

05-C4 1.20 1.20
H12-06 — 0.97
06-C4 — 1.36
C4-C2 1.49 1.50
C2-C3 1.34 1.33
C3-H10 — 1.08
C3—-H11 — 1.08
c2-C1 1.50 1.51
C1-H9 — 1.09
C1-H8 — 1.09
Cl-H7 — 1.09
Angulos de enlace (°)

05-C4-C2 126.27 125.56
06-C4-C2 111.84 112.94
C1-C2-C3 123.99 122.93
C1-C2-C4 119.15 120.63

3.2.1.2.2. Andlisis electrdnico: orbitales moleculares y potencial electrostdtico

La Figura 8 presenta los orbitales HOMO y LUMO, y el mapa de potencial electrostatico
del MAA. El analisis de las cargas de Mulliken muestra que los oxigenos del grupo carboxilico
son los centros con mayor densidad electrénica, siendo el oxigeno carbonilico (O5) el que
presenta la carga negativa mas pronunciada. Los hidrégenos, en particular el del grupo
hidroxilo (H12), exhiben la mayor carga positiva, lo que es consistente con el cardcter acido

del compuesto.

El orbital LUMO se concentra principalmente en el doble enlace C=C y en el grupo
carbonilo, reflejando la conjugacion electrénica entre ambos grupos funcionales. El orbital
HOMO, por su parte, presenta su mayor contribucion en los oxigenos del grupo carboxilico y
en el sistema m del doble enlace C=C, identificando estas regiones como los principales sitios

donadores de densidad electrdnica.
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Figura 8 Representacion de los orbitales HOMO (izquierda), LUMO (centro) y mapa de potencial electrostdtico de
Mulliken (derecha) del MAA.

3.2.1.3. Pirrol

El pirrol es un heterociclo aromatico de cinco miembros que contiene un atomo de
nitrogeno. Su aromaticidad, resultante de la deslocalizacion de seis electrones 1 (incluyendo
el par solitario del nitrégeno), le confiere propiedades electrénicas distintivas. La Figura 9

muestra la estructura molecular optimizada y la numeracién de atomos.

@

Figura 9 Estructura molecular optimizada del pirrol a nivel B3LYP/6-31G(d,p) y numeracidn de dtomos empleada en el
andlisis geométrico.

3.2.1.3.1. Parametros geométricos

Los parametros geométricos calculados para el pirrol muestran una excelente
concordancia con los valores experimentales reportados en la literatura (Tabla 8) (Ruocco et
al., 2009). Las longitudes de enlace C—C y C—N del anillo son consistentes con un sistema
aromatico deslocalizado, con valores intermedios entre los esperados para enlaces simples

y dobles, confirmando la naturaleza aromatica del anillo.
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Tabla 8 Parametros geométricos del pirrol: distancias y dngulos de enlace.

Enlace Literatura Este trabajo
Distancias de enlace (A) (Ruocco et al., 2009)
C1-C2 1.37 1.37
C2-C3 141 1.42
N5-C1 1.36 1.37
Cl-H6 1.09 1.08
C2—-H7 1.09 1.08
N5-H10 1.01 1.00
Angulos de enlace (°)
C1-N5-C4 110.00 109.83
C2—-C1-N5 108.00 107.68
C1-C2-C3 107.00 107.41

3.2.1.3.2. Andlisis electronico: orbitales moleculares y potencial electrostdtico

La Figura 10 muestra los orbitales HOMO y LUMO, y el mapa de potencial electrostatico
del pirrol. El orbital HOMO presenta su mayor contribucion distribuida sobre todo el sistema
nt del anillo, con una participacion significativa del par electrénico del nitrégeno. Esto es
coherente con el alto caracter nucleofilico del pirrol en reacciones de sustitucion electrofilica

aromatica, donde el ataque ocurre preferentemente en las posiciones a (C1 y C4).

La distribucion del orbital LUMO indica que los sitios aceptores de densidad electrénica
se localizan principalmente en los carbonos a y B del anillo, lo que es consistente con la
naturaleza rica de electrones del sistema aromatico debido al aporte del par solitario del

nitrogeno al sistema .
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Figura 10 Representacion de los orbitales HOMO (izquierda), LUMO (centro) y mapa de potencial electrostdtico
(derecha) del pirrol.
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3.2.3 Busqueda conformacional de los sistemas CAP—mondémero

A partir de las simulaciones de dindmica molecular DFTB realizadas para los complejos
CAP—-MAA y CAP—pirrol, se analizo la evolucion temporal de la energia total y la temperatura
a lo largo de la trayectoria, con el objetivo de identificar las conformaciones de minima

energia de cada sistema.

3.2.3.1. Sistema CAP-MAA

La Figura 11 muestra la evolucién de la energia total (panel superior) y la temperatura
instantanea (panel inferior) del sistema CAP—-MAA a lo largo de los ~201 ps de simulacién. La
energia total oscila en el intervalo de -66.44 a -66.52 H, lo que refleja la exploracién térmica

del espacio conformacional a lo largo del perfil de temperatura programado.

Se identificaron dos minimos energéticos de interés: el minimo global de la trayectoria
completa, con una energia de -66.52 H alcanzada a 8.00 ps durante la fase de calentamiento
inicial, y el minimo de los ultimos 20 ps de simulacidon, con una energia de -66.52 H obtenida
a 193.0 ps durante la fase de equilibrio final a 300 K. Este ultimo resulta particularmente
relevante desde el punto de vista conformacional, ya que corresponde a una estructura
explorada a temperatura equilibrada y representa una conformacién termodindmicamente

accesible del complejo a 300 K.

El perfil de temperatura (panel inferior de la Figura 11) confirma el correcto
funcionamiento del termostato de Nosé-Hoover: la temperatura instantanea oscila en torno
a 400 K durante la fase de exploracion y desciende progresivamente hacia 300 K en la fase
final, con fluctuaciones caracteristicas de un ensemble candnico (NVT). Las excursiones de
temperatura observadas por encima de 400 K (llegando puntualmente hasta ~560 K) son
inherentes a la dindmica de Nosé-Hoover y favorecen que el sistema supere barreras

conformacionales, permitiendo una exploracién mas exhaustiva del espacio de fase.

Las conformaciones de minima energia identificadas en la trayectoria fueron extraidas
para su posterior optimizacion de geometria a nivel DFT, con el fin de caracterizar con mayor

precisién las interacciones intermoleculares entre el CAP y el MAA.
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CAP-MAA: Evolucion de Energia
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Figura 11 Evolucion temporal de la energia total (panel superior) y la temperatura instantdnea (panel inferior) del sistema
CAP-MAA durante la simulacion de dindmica molecular DFTB-SCC.

3.2.3.2. Sistema CAP—Pirrol

La Figura 12 presenta la evolucion de la energia total y la temperatura instantanea del
sistema CAP—Pirrol a lo largo de los ~201 ps de simulaciéon. La energia total se sitla en un
rango de -61.84 a -61.91 H, aproximadamente 4.6 H por encima del sistema CAP—MAA,
diferencia esperada dado el menor numero de atomos y electrones del pirrol en

comparacién con el MAA.

Para este sistema se identificaron dos minimos de interés: el minimo global de
-61.906381 H registrado a 0.0 ps, correspondiente a la geometria inicial del complejo, vy el
minimo de los Ultimos 20 ps de trayectoria de —-61.887221 H obtenido al final de la simulacion
(200.0 ps), durante la fase de equilibrio a 300 K. La ubicacién del minimo global al inicio de
la trayectoria sugiere que la geometria de partida del complejo CAP—Pirrol ya representa una
conformacién de baja energia, y que la exploracidon térmica a 400 K permitio al sistema
acceder a regiones del espacio conformacional de mayor energia antes de reequilibrarse.
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El perfil de temperatura del sistema CAP—Pirrol (panel inferior de la Figura 12) muestra un
comportamiento diferente al del sistema CAP—MAA: las fluctuaciones se mantienen
mayoritariamente por debajo de 400 K, oscilando en torno a 300 K durante practicamente
toda la trayectoria, con excursiones maximas puntuales de ~420 K. Esto indica que el sistema
CAP—Pirrol presenta una dindmica conformacional mas moderada, con barreras energéticas
mas accesibles a la temperatura de exploracion. La menor amplitud de las fluctuaciones de
energia (~0.07 H frente a ~0.08 H en CAP—MAA) es también consistente con un paisaje de

energia potencial mds suave para este complejo.

Al igual que para el sistema CAP-MAA, las conformaciones de minima energia
identificadas seran sometidas a optimizacion de geometria a nivel DFT para el analisis

detallado de las interacciones moleculares entre el CAP y el pirrol.

CAP-Pirrol: Evolucion de Energia

= \ |W | [ |
8 -svart (I . \JM / URTTIRAMTYA T
£ udl || '} I i'\u /’Wl \'P\'AV'/ I 4/\““1 ™ il | \ \l
S 6189 » i/ L\} V
| 8 e o 000
:')' 25 50 7;5 | 100 1'25. 150 175 200
TempTelfaTErc;?ssl'iempo
T e T T S
Tiempo (ps)

Figura 12 Evolucion temporal de la energia total (panel superior) y la temperatura instantdnea (panel inferior) del sistema
CAP—-Pirrol durante la simulacidn de dindmica molecular DFTB-SCC.
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3.2.4 Re optimizacion DFT y energias de interaccion de los complejos CAP—-mondmero
3.2.4.1. Nivel de teoria y protocolo de célculo

Las conformaciones de minima energia identificadas mediante la busqueda
conformacional DFTB-SCC fueron reoptimizadas a un nivel de teoria mas alto empleando el
funcional de densidad de rango separado wB97X-D, que incorpora correcciones de
dispersion empirica de largo alcance, con el conjunto de base triple-zeta def2-TZVP,
implementado en Gaussian 16 (Michael J. Frisch, 2016). La optimizacién se realizd con
criterios estrictos de convergencia (Opt=Tight, CalcFC) y una cuadricula de integracion de
alta precision (Int=UltraFine), garantizando la correcta caracterizacién de las interacciones
no covalentes, particularmente los enlaces de hidrogeno intermoleculares. El célculo de
frecuencias analiticas se realizd al mismo nivel de teoria para confirmar que las estructuras
optimizadas corresponden a minimos verdaderos en la superficie de energia potencial
(ausencia de frecuencias imaginarias) y para obtener las correcciones termoquimicas a

298.15 K.

La energia de interaccién (BE) entre el CAP y cada mondmero se calculé como la diferencia
entre la energia del complejo y la suma de las energias de los mondmeros en su geometria
optimizada aislada: BE = E(CAP—M) - E(CAP) — E(M). Las energias de interaccién se reportan
a cuatro niveles: (1) energia electrdnica sin correccion (SCF), (2) energia con correccion de
punto cero vibracional (ZPE), (3) entalpia a 298.15 K (AH) y (4) energia libre de Gibbs a 298.15
K (AG). Adicionalmente, se realizard un analisis de orbitales naturales de enlace (NBO) para
caracterizar las transferencias de carga y las interacciones de segundo orden entre los

fragmentos moleculares.

3.2.4.2 Energias de interaccién

La Tabla 9 resume las energias totales de los sistemas individuales y de los complejos, asi
como las energias de interaccién calculadas al nivel wB97X-D/def2-TZVP. Ambos complejos
presentan energias de interaccion negativas a nivel electrénico y entalpico, confirmando que

la formacion de los complejos CAP—MAA y CAP—Pirrol es energéticamente favorable.
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Tabla 9 Energias totales (u.a.) y energias de interaccion (BE) de los complejos CAP—MAA y CAP—Pirrol a nivel wB97X-D/def2-
TZVP.

CAP Monémero Complejo BE (u.a.) BE (Kcal mol?)
Sistema CAP-MAA
E (SCF) -1832.42 -306.51 -2138.95 -2.59x 107 -16.31
E+ZPE -1832.16 -306.41 -2138.59 -2.18 x 107 -13.71
Entalpia (H) -1832.16 -306.40 -2138.59 -2.28x 107 -14.30
Energia  libre
(G) g -1832.23 -306.44 -2138.68 -8.30x 10 0.52
Sistema CAP—Pirrol
E (SCF) -1832.42 -210.18 -2042.62 -2.22x 1072 -13.88
E+ ZPE -1832.16 -210.09 -2042.27 -1.79 x 107 -11.23
Entalpia (H) -1832.16 -210.09 -2042.27 -1.88x 1072 -11.83
(Eg)erg'a bre 183223 -210.12 ~2042.35 +530x100 oo

Todas las energias en unidades atémicas (Hartree). BE = E(complejo) - E(CAP) - E(mondmero).

3.2.5 Estructura del complejo CAP-MAA y enlaces de hidrégeno

La Figura 13 muestra la geometria optimizada del complejo CAP-MAA a nivel wB97X-
D/def2-TZVP. El analisis estructural revela la formacién de dos enlaces de hidrégeno
intermoleculares que estabilizan el complejo. El primero, con una distancia H---O de 1.95 A,
involucra al grupo amino (N—-H) del CAP como donador y al oxigeno carbonilico (C=0) del
MAA como aceptor. El segundo enlace de hidrégeno, mas corto y por tanto mas fuerte,
presenta una distancia H-+O de 1.77 Ay se establece entre el grupo hidroxilo (O—H) del CAP
como donador y el oxigeno del grupo carboxilico del MAA como aceptor. De acuerdo con la
clasificacion de Jeffrey (1997), ambas interacciones corresponden a enlaces de hidrdogeno de
fuerza moderada (1.50-2.20 A), siendo el enlace O—H---O el de mayor contribucién a la
estabilidad del complejo, consistente con el mayor caracter donador del grupo hidroxilo

respecto al amino.

La presencia de estos dos puntos de anclaje intermolecular explica la energia de
interaccion entélpica de —14.30 kcal mol™ calculada para el sistema CAP—MAA, y proporciona
una base estructural clara para el reconocimiento molecular del CAP por parte del MAA en

el contexto de un polimero de huella molecular.
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Figura 13 Geometria optimizada del complejo CAP—MAA a nivel wB97X-D/def2-TZVP. Se indican las distancias de los dos
enlaces de hidrégeno intermoleculares identificados: N—H---0 = 1.95 A y O—H--0 = 1.77 A (lineas punteadas). Cédigo de
colores: marrdn = C, rojo = O, azul claro = N, verde = Cl, blanco = H.

3.2.6 Estructura del complejo CAP—Pirrol y enlaces de hidrégeno

La Figura 14 muestra la geometria optimizada del complejo CAP—Pirrol a nivel wB97X-
D/def2-TZVP. Al igual que en el sistema CAP—-MAA, se identifican dos enlaces de hidrogeno
intermoleculares que estabilizan el complejo. El primer enlace, con una distancia H---O de
1.91 A, corresponde a la interaccién entre el grupo hidroxilo (O—H) del CAP como donador y
el nitrégeno del pirrol como aceptor (O—H---N). El segundo enlace de hidrégeno, con una
distancia H---N de 2.03 A, involucra al grupo amino (N-H) del CAP como donador y al sistema
nt del anillo de pirrol como aceptor, consistente con el tipo de interaccion N—H---it descrito
para este tipo de sistemas. Ambas distancias se encuentran dentro del rango de enlaces de
hidrégeno de fuerza moderada (1.50-2.20 A) segun la clasificacion de Jeffrey (1997) (Jeffrey,
1997).

Comparando los dos complejos, el enlace O—H--N del sistema CAP—Pirrol (1.91 A) es de
longitud similar al enlace N=H---O del CAP-MAA (1.95 A), mientras que el segundo enlace del
CAP—Pirrol (2.03 A) es considerablemente més largo que el enlace O—H--O del CAP—MAA

(1.77 A). Esta diferencia en la fortaleza del segundo enlace de hidrégeno es consistente con
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la menor energia de interaccion entalpica del CAP—Pirrol (-11.83 kcal mol™) respecto al CAP—
MAA (-14.30 kcal mol?), y refleja la menor capacidad aceptora del sistema 1t del pirrol en

comparacién con el oxigeno del grupo carboxilico del MAA.

Figura 14 Geometria optimizada del complejo CAP—Pirrol a nivel wB97X-D/def2-TZVP. Se indican las distancias de los dos
enlaces de hidrégeno intermoleculares: O—H-~+N = 1.91 Ay N=H--1t = 2.03 A (lineas punteadas). Cédigo de colores: marron
=G, rojo =0, azul claro = N, verde = Cl, blanco = H.

3.2.7. Andlisis comparativo e interpretacion general

El andlisis conjunto de las geometrias optimizadas y las energias de interaccion de los
complejos CAP—-MAA y CAP—Pirrol permite establecer una comparacién sistematica de la

capacidad de reconocimiento molecular de ambos mondmeros frente al CAP (Tabla 10).

Tabla 10 Comparacidn de los pardmetros de interaccidn de los complejos CAP-AM y CAP—Pirrol a nivel wB97X-D/def2-TZVP.

Parametro CAP-MAA CAP—Pirrol

BE (SCF) (kcal mol™) -16.31 -13.88

BE (ZPE) (kcal mol™) -13.71 -11.23

AH (kcal mol™?) -14.30 -11.83

AG (kcal mol?) -0.52 +0.33

Enlace H, (A) N—-H--0=1.95 O-H-N=1.91
Enlace H, (A) O-H---0=1.77 N—H--mt=2.03
N2 enlaces de H 2.00 2.00

Int. max. IR (km mol?) 758.16 423.18

BE: binding energy; AH y AG a 298.15 K. Int. madx. IR: intensidad mdxima del espectro IR tedrico.
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Los resultados muestran que ambos complejos presentan energias de interaccion
negativas, tanto a nivel electréonico como entalpico, lo que confirma que la asociacién entre
el CAP y cada uno de los mondmeros es energéticamente favorable. En el caso del complejo
CAP—-MAA, la energia de interaccion electrénica (SCF) fue de -16.31 kcal mol™ v la entalpia
de interaccion de —14.30 kcal mol™, mientras que para el complejo CAP—Pirrol se obtuvieron
valores de -13.88 y -11.83 kcal mol™, respectivamente. Aunque el complejo con MAA
presenta una estabilizacion ligeramente mayor, ambas magnitudes son caracteristicas de
complejos no covalentes suficientemente estables para favorecer la formacién de

asociaciones prepolimerizacién (Johnson et al., 2010).

Desde el punto de vista estructural, ambos complejos se estabilizan mediante dos enlaces
de hidrogeno. En el complejo CAP-MAA participan interacciones N—H---:O y O—H---O, mientras
qgue en el complejo CAP—Pirrol se identifican los contactos O—H:-N y N-H--m. Estas
diferencias evidencian que cada mondmero reconoce regiones distintas de la molécula de
CAP y emplea mecanismos de interaccion complementarios. En particular, el grupo
carboxilico del MAA actla como un aceptor eficiente de enlaces de hidrégeno, mientras que
el pirrol aporta tanto enlaces de hidréogeno como interacciones asociadas a su sistema T,

ampliando las posibilidades de reconocimiento molecular del analito.

En cuanto a la AG, los valores obtenidos (AG = -0.52 kcal mol™ para CAP-MAA y AG =
+0.33 kcal mol™" para CAP—Pirrol) son cercanos a cero, lo cual es caracteristico de complejos
no covalentes en fase gaseosa. La ligera diferencia entre ambos sistemas se debe a que, al
formarse el complejo, las moléculas pierden parte de su libertad de movimiento, lo que
disminuye parcialmente la estabilidad favorecida por las interacciones intermoleculares.
Durante la sintesis de un MIP, los mondmeros y la molécula plantilla quedan organizados
dentro de la red polimérica, reduciendo este efecto. Por ello, AH constituye un pardmetro

mas representativo para evaluar la afinidad entre el mondmero funcional y el CAP.

En conjunto, los resultados indican que tanto el MAA como el pirrol presentan una
afinidad favorable hacia el CAP y son capaces de formar complejos de preorganizacion
estables mediante interacciones no covalentes. Aunque el MAA exhibe una estabilizacién
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energética ligeramente mayor, el pirrol aporta un patrén de interaccién diferente que puede
complementar el reconocimiento molecular del analito. Esta complementariedad constituye
un fundamento tedrico para el empleo conjunto de ambos mondmeros durante la sintesis
del polimero molecularmente impreso, con el objetivo de generar cavidades de
reconocimiento que integren multiples tipos de interaccion y, potencialmente, mejoren la

afinidad, selectividad y desempefio analitico del material.

3.2.8. Andlisis de interacciones no covalentes (NCI)

Con el fin de caracterizar de manera visual y cualitativa la naturaleza de las interacciones
no covalentes en los complejos CAP-MAA y CAP—Pirrol, se realizé el analisis NCI (Johnson et
al., 2010), implementado en el programa Multiwfn ((Luy Chen, 2012), a partir de los archivos
de funcién de onda formateados (.fchk) obtenidos en los célculos wB97X-D/def2-TZVP. El

método NCI se basa en el gradiente reducido de la densidad electrdnica (RDG) (Ecuacion 2).

s(p) = RDG = 1/(2(3r3)") | Vp| / p*3 Ecuacién 2

La representacién grafica del RDG en funcién de sign(A;)p donde A, es el segundo valor
propio del tensor Hessiano de la densidad permite identificar y clasificar las interacciones no
covalentes: valores negativos de sign(A;)p indican interacciones atractivas (enlaces de
hidrogeno), valores cercanos a cero corresponden a interacciones de Van Der Waals, y
valores positivos indican repulsidon estérica. Las isosuperficies del RDG coloreadas por
sign(A2)p permiten la visualizacion espacial de estas interacciones sobre la geometria

molecular.

3.2.8.1. Sistema CAP-MAA

La Figura 15 muestra la grafica RDG vs sign(A;)p del complejo CAP—-MAA. Se observan dos
picos bien definidos con RDG = 0 en la regidén de sign(Ax)p = -0.010 a -0.020 u.a.,
correspondientes a las dos interacciones atractivas de tipo enlace de hidrégeno identificadas
en la geometria optimizada (O—H--0 =1.77 Ay N=H---0 = 1.95 A). La posicién de ambos picos
en la region negativa del eje X confirma su naturaleza atractiva, mientras que su densidad

relativamente alta (sign(A;)p entre -0.01 y -0.02) es caracteristica de enlaces de hidrégeno
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de fuerza moderada. La nube de puntos densa en torno a sign(Az)p = 0 y RDG > 0.8
corresponde a regiones de no-interaccién de las moléculas individuales, mientras que la
dispersion en la region positiva (sign(Az)p > +0.01) refleja la repulsidn estérica en los centros

de los anillos.

RDG vs sign(A;)p — CAP-MAA Complex
WB97X-D/def2-TZVP
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Figura 15 Andlisis NCI del complejo CAP-MAA. Izquierda: grdfica RDG vs sign(Az)p; los picos con RDG = 0 en sign(Az)p < 0
corresponden a los enlaces de hidrégeno intermoleculares. Derecha: isosuperficies NCI (RDG = 0.50 u.a.) que muestran las
regiones de interaccién no covalente (verde = interacciones de dispersién/vdW).

3.2.8.2. Sistema CAP—Pirrol

La Figura 16 presenta el andlisis NCI del complejo CAP—Pirrol. La grafica RDG vs sign(Az)p
muestra un perfil cualitativamente similar al del sistema CAP—MAA, con picos en la region
negativa de sign(A2)p que evidencian la presencia de interacciones atractivas. Sin embargo,
se aprecian diferencias notables: los picos del CAP—Pirrol aparecen a valores de sign(Az)p
ligeramente menos negativos (= -8.00x10 a —=1.50x1072 u.a.) respecto a los del CAP—MAA,
lo que es consistente con interacciones algo mas débiles en promedio, en acuerdo con la
menor entalpia de interaccién de este sistema (-11.83 vs. -14.30 kcal mol™). La presencia
del enlace N—H---1t (d = 2.03 A), de naturaleza mixta entre enlace de hidrégeno y interaccién
T, se manifiesta como un pico a valores de sign(A;)p proximos a cero, intermedio entre los

enlaces de hidrégeno convencionales y las interacciones de van der Waals.

Pagina | 64



Las isosuperficies NCI del CAP—Pirrol muestran regiones de interaccién distribuidas entre
el grupo amino del CAP y el anillo de pirrol, asi como zonas de contacto dispersivo a lo largo

de la interfaz molecular, coherentes con la geometria del complejo optimizado.

RDG Vs sign(A;)p — CAP-Pyrrole Complex
wBI7X-D/def2-TZVP
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Figura 16 Andlisis NCI del complejo CAP—Pirrol. Izquierda: grdfica RDG vs sign(Az)p, los picos con RDG - O reflejan las
interacciones no covalentes intermoleculares. Derecha: isosuperficies NCI (RDG = 0.50 u.a.) que muestran las regiones de
interaccion (verde = dispersion/vdW, distribucidn consistente con la interaccion O—H--Ny N—H---rt).

3.2.9. Comparacion NCI entre sistemas

La comparaciéon de los analisis NCI de ambos complejos revela que el sistema CAP-MAA
presenta interacciones intermoleculares mas fuertes y mejor definidas, evidenciadas por
picos mas pronunciados a valores mas negativos de sign(A;)p en la grafica RDG. Esto es
plenamente consistente con los resultados energéticos (AH = -14.30 vs. -11.83 kcal mol!) y
geométricos (distancias de enlace de hidrégeno mas cortas en el CAP-MAA). En ambos
sistemas, la presencia de regiones verdes difusas en las isosuperficies indica que, ademas de
los enlaces de hidrogeno directos, existen contribuciones de interacciones de dispersion de
Van Der Waals que estabilizan adicionalmente los complejos. Estas interacciones dispersivas,
correctamente descritas por el funcional wB97X-D, explican en parte porque la diferencia en
entalpia entre ambos sistemas (-2.47 kcal mol?') es menor de lo que cabria esperar

considerando Unicamente las distancias de los enlaces de hidrégeno.
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3.3 Conclusiones

Se realizo el estudio tedrico a nivel B3LYP/6-31G(d,p) del CAP, el MAA y el pirrol. En los tres
casos, los parametros geométricos calculados mostraron una buena concordancia con los

valores experimentales reportados en la literatura, lo que valida el nivel de teoria empleado.

El andlisis de las cargas de Mulliken y de los orbitales moleculares de frontera permitié
identificar de manera clara los sitios de mayor reactividad en cada molécula. En el CAP, las
regiones donadoras se concentran en los grupos oxigenados y en el sistema 1 aromatico,
mientras que el grupo nitro constituye el principal sitio aceptor. En el MAA, la conjugacion
entre el grupo carboxilico y el doble enlace C=C determina la reactividad de la molécula. En
el pirrol, la deslocalizacion del par electrénico del nitrégeno hacia el sistema 1 aromatico

explica su elevado caracter nucleofilico.

La busqueda conformacional mediante dindmica molecular DFTB-SCC (~201 ps por sistema)
permitié identificar las conformaciones de minima energia de los complejos CAP-MAA vy
CAP—Pirrol. Su posterior reoptimizacion al nivel wB97X-D/def2-TZVP en Gaussian 16
confirmd la estabilidad de ambos complejos y permitié cuantificar sus energias de
interacciéon. El complejo CAP-MAA presenta una mayor afinidad con una entalpia de
interaccion de —14.30 kcal mol™ (AG = -0.52 kcal mol?), mientras que el complejo CAP—Pirrol
muestra una entalpia de —=11.83 kcal mol™* (AG = +0.33 kcal mol™!). A pesar de que el complejo
CAP-MAA presenta una mayor estabilidad entdlpica, los resultados sugieren que ambos
monomeros exhiben interacciones no covalentes significativas que los hacen candidatos

adecuados para la sintesis de MIP.
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Resumen

En el presente capitulo se describe el desarrollo de una metodologia electroanalitica para la
determinacion indirecta de CAP en muestras de cuerpos de agua mediante un electrodo de

pasta de carbon vitreo (GCPE) modificado con un polimero molecularmente impreso (MIP).

El polimero molecularmente impreso fue sintetizado, optimizado y caracterizado mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), microscopia electrénica de
barrido (SEM) acoplada a espectroscopia de dispersién de energia de rayos X (EDS), andlisis
de distribuciéon de tamafio de particula por difraccion ldser (LDPSA), andlisis de area
superficial especifica (BET) y andlisis termogravimétrico (TGA), con el propdsito de
determinar sus propiedades estructurales, morfoldgicas vy fisicoquimicas. Posteriormente, el
MIP se empled para modificar el GCPE y desarrollar una metodologia basada en
voltamperometria de redisolucion adsortiva (AdSV) mediante el uso de técnicas
electroquimicas sucesivas. La estrategia analitica consistid en una reduccién electroquimica
del grupo nitro del CAP mediante cronoamperometria, seguida de una voltamperometria
diferencial de pulsos (DPV) en sentido anddico para registrar la sefial de oxidacion del
derivado hidroxilamina generado. Con el fin de maximizar la respuesta electroquimica, se
optimizaron pardmetros experimentales como el pH, la velocidad de agitacion, el tiempo de
preconcentracion, el sobrepotencial aplicado durante la cronoamperometria y la intensidad

de corriente empleada en la DPV.

Finalmente, se construyd una curva de calibracién empleando soluciones estandar de CAP,
obteniéndose dos intervalos lineales. Para uno de estos intervalos se obtuvieron valores de
limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) de 72.57 y 219.90 pg/L
respectivamente. La aplicabilidad y funcionalidad del sensor electroquimico se evaluaron en
muestras de agua de pozo, lago, presa, manantial y rio obteniéndose porcentajes de
recuperacion cercamos al 100%. Asimismo, el efecto matriz se evalud para cada una de las

muestras mediante curvas de adicion patréony la comparacion de las sensibilidades analiticas.
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Capitulo 4: Parte experimental; Determinacion electroquimica de CAP
empleando un GCPE modificado con MIP (pirrol-MAA) por AdSV en cuerpos
de agua.

4.1 Metodologia

4.1.1 Materiales y Reactivos

En este estudio se emplearon reactivos quimicos comerciales de grado analitico,
adquiridos de Sigma-Aldrich. Los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente,

empleando agua desionizada con una resistividad de 18.20 M Q cm™.

Los reactivos empleados en la sintesis de MIP, mediante una reaccién de polimerizacién

por radicales libres, fueron:
* Plantilla: Cloranfenicol (CAP, C11H12Cl2N20s, 98.00 %).

» Mondmeros funcionales: Acido metacrilico (MAA, 99.00 %) vy pirrol (C4HsN, 98.00 %). El
pirrol debe ser destilado en atmdsfera inerte de nitrégeno antes de cada polimerizacién para

asegurar la presencia del mondmero.
* Entrecruzante: Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA, 98.00 %).
¢ Iniciador: Persulfato de sodio (NaS,0s, >98.00 %).
e Porégeno: Metanol (CH3OH, 299.90 %).

El sensor electroquimico empleado en este trabajo consta de un electrodo de pasta de
carbén vitreo modificado con MIP (GCPE/MIP). Para la elaboracion de los GCPE/MIP se

empled polvo de carbdn vitreo (2-12 um, 99.95 %) y aceite de parafina como aglutinante.

El electrolito soporte a utilizar consta de un buffer fosfatos pH 6, para el cual se emplearon
como reactivos analiticos las sales fosfato monobasico de potasio (H2KPO4, 299.90 %) vy
fosfato dibasico de potasio (K2HPOa, 99.60 %). Para ajustar el pH de las soluciones se empled
hidréxido de sodio 1M (NaOH, 99.00 %). En los estudios de impedancia electroquimica se

empled como molécula sonda el ferricianuro de potasio (Ks[Fe(CN)e], 98.50%).
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4.1.2 Equipos

Las técnicas electrogquimicas como cronoamperometrias y voltamperometrias, se
realizaron empleando un potenciostato/galvanostato marca BASI de USA modelo Epsilon. En
los estudios de Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) se empled un
potenciostato Metrohm PGASTAT302N vy el software Nova. Los ajustes de pH se realizaron

con un potenciémetro marca Seven Multiy un electrodo de vidrio.

Los analisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se
realizaron utilizando un espectrofotémetro Perkin Elmer System 2000 FTIR en un intervalo
de 4000 a 400 cmen pastilla de KBr (bromuro de potasio). La caracterizacion morfolégica
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) se llevd a cabo con un equipo JEOL JSM-
820. Asimismo, el andlisis Brunauer-Emmett-Teller (BET) se realizé empleando un equipo

ASAP 2020 con atmosfera de N».

Para el andlisis termogravimétrico (TGA), se utilizd un analizador TGA 200, equipado con
el software Universal V4.7A. El analisis se realizd bajo una atmdsfera de N,, empleando un

intervalo de temperatura de 25 a 600 °C.

4.1.3 Sistema Electroquimico

Los experimentos electroquimicos se realizaron en una celda de vidrio (capacidad de 10
mL) para tres electrodos: un electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia, una barra
de grafito de alta pureza como electrodo auxiliar y un electrodo de pasta de carbon vitreo

modificado con MIP como electrodo de trabajo.

4.1.4 Sintesis de MIP y NIP

Los MIP se sintetizaron mediante una reacciéon de polimerizacion por radicales libres,
siguiendo la técnica descrita por Alizadeh y colaboradores (Alizadeh, 2009), con algunas
modificaciones. Para los primeros estudios se utilizd una relacion molar de 1.0:4.0:20
(reportada en bibliografia) (Kalogiouri et al., 2025) correspondiente a 1.0 mmol de plantilla,
4.0 mmol de mondmeros (2.0 mmol de MAA y 2.0 mmol de pirrol) y 20 mmol de

entrecruzante. Los mondmeros utilizados en la sintesis de MIP fueron pirrol y MAA. Cada
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uno de estos mondmeros presenta mecanismos de interaccion diferentes con la plantilla de

acuerdo con el estudio tedrico presentado en el capitulo 3.

Antes de emplear el pirrol como mondmero funcional en la sintesis de MIP se realizé una
destilacion del reactivo, con el fin de eliminar impurezas. Para esto, 1 mL del pirrol se adiciona
a un matraz balén de fondo plano, posteriormente se burbujed con nitrogeno de alta pureza
durante un tiempo de 10 minutos. Finalmente, se da inicio a la destilacién del reactivo
empleando un sistema de microfiltracién en un bafio de aceite a 60°C durante un tiempo de

30 minutos (Figura 17).

i"?\\: N\
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Figura 17 Etapas en la destilacion del pirrol empleando un sistema de micro destilacidn en un bafio de aceite a 60°C.
Adicion del pirrol (izquierda), burbujed y eliminacidn de oxigeno (centro), destilacion del reactivo (derecha).

Posterior a la destilacion del pirrol, damos inicio a la sintesis de MIP, la cual involucra tres
principales etapas ilustradas en la Figura 18. La primera de ellas conocida como pre-
polimerizacidon. Para ello, en un matraz balén de fondo plano se agregan 25 mL de metanol,
junto con la plantilla y los correspondientes mondmeros funcionales (pirrol y MAA),
manteniendo una agitacidén constante durante un periodo de 2 horas. Lo anterior con el fin
de promover la interaccion entre la plantilla y mondmeros para la formacion de un pre-

complejo.

En la siguiente etapa, conocida como polimerizacion, se afiade el entrecruzante (EGDMA),

el iniciador Na;S$;0s v nitrégeno de alta pureza durante 10 minutos para eliminar el oxigeno
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presente en el matraz de reaccion. La reaccion de polimerizacion se llevara a cabo en un
bafio de aceite a una temperatura 60°C con agitacién constantey en ausencia de luz durante
16 horas. En esta etapa da comienzo la formacion de la red tridimensional alrededor del
complejo “plantilla-mondmeros”, a través de la generacion de radicales libres originados por
la ruptura de los grupos vinilo presentes en el entrecruzante, promovida por la accion del
iniciador como agente oxidante fuerte. Asimismo, la temperatura, la atmdsfera de nitrégeno
y la ausencia de luz desempefian un papel fundamental en el control del proceso de
polimerizacién y en la formacion de los radicales libres. Transcurrido el tiempo de reaccion,

se pasa a la ultima etapa, la cual involucra lavados primarios y secundarios.

Los lavados primarios son realizados para eliminar los reactantes en exceso. Para ello, la
mezcla de reaccidon se centrifuga en repetidas ocasiones (minimo 5 veces) a 4000 rpm
durante 5 minutos, realizando los lavados con etanol. Luego, el sélido resultante se seca
en una estufa a 60°C durante 2 horas. Posteriormente, se inician los lavados secundarios para
eliminarla plantilla y obtener finalmente los sitios selectivos hacia CAP, lo anterior, utilizando

un equipo Soxhlet, con lavados de metanol, durante 24 horas.

b) c) d) H
i s h N
J o

Figura 18 Etapas principales en la sintesis de MIP. Etapa de a) pre-polimerizacion; b) etapa de polimerizacion); c) etapa de
lavados primarios; d) etapa de lavados secundarios.
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Con fines comparativos, de igual manera se sintetizd el polimero no impreso mejor
conocido como NIP, el cual sigue la misma metodologia sin agregar a la plantilla.
4.1.5 Preparacion de los sensores electroquimicos: GCPE, GCPE/NIP y GCPE/MIP y activacion
electroquimica.

Las mediciones electroquimicas del presente trabajo se realizaron empleando como

electrodo de trabajo, electrodos de pasta de carbén vitreo modificados con MIP (GCPE/MIP),

NIP (GCPE/NIP) y con fines comparativos un GCPE sin modificar.

En la Figura 19 se ilustra la preparacion del GCPE /MIP. En la primera etapa, el polvo de
carbdn vitreo se mezcla manualmente con el MIP durante 15 min. Posteriormente se afiaden
tres gotas de aceite de parafina como aglutinante hasta obtener una mezcla homogénea.
Posteriormente, la pasta de carbdn vitreo modificada se empaquetd en un tubo de plastico
(jeringa para insulina) y, finalmente, se inserté un contacto de cobre en uno de los extremos

para su conexion con el potenciostato.
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Figura 19 Preparacion de un GCPE modificado con MIP. (a) mezcla del carbdn vitreo y el MIP; (b) incorporacidn del agente
aglutinante y homogenizacion; (c) empaquetamiento de la mezcla en el cuerpo del electrodo; y (d) insercién del contacto
eléctrico.

El electrodo de pasta de carbono vitreo sin modificar se prepard de manera similar sin

incluir al MIP. Al emplear carbon vitreo como material conductor en la preparacion del sensor
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electroquimico, fue necesaria la activacion de este, esto con el fin de aumentar los sitios
activos disponibles sobre la superficie del electrodo. La activacién electroquimica se realizo
mediante barridos de potencial en las direcciones anddica y catddica, empleando CV en un
buffer de fosfatos a pH 7.0, dentro de una ventana de potencial de 1.50 a -1.50 V, con un

total de 8 ciclos.

4.1.6 Caracterizacion electroquimica del sensor GCPE/MIP
4.1.6.1 Comparaciéon del comportamiento electroquimico entre un CPE y un GCPE

Se evalué el comportamiento electroquimico entre un electrodo de pasta de carbdn
convencional de grafito y un electrodo de pasta de carbdn vitreo mediante CV, esto con el
fin de seleccionar el sensor electroquimico a utilizar en la determinacién de CAP. Para ello,
se realizaron barridos de potencial empleando una ventana de estudio desde -1.50V a 1.50

V a una velocidad de barrido de 100 mV s.

El sensor electroquimico por elegir en la determinacién de CAP serd aquel que presente
la sefial electroquimica con menor corriente capacitiva, una linea base estable y ausencia de

sefiales atribuibles a interferentes durante el estudio voltamperométrico.

4.1.6.2 Caracterizacién electroquimica de CAP empleando CV

La caracterizacién electroquimica del CAP se realizé mediante CV utilizando un GCPE sin
modificar en una solucién de CAP 1.00 mM. Para ello, se empled una ventana de trabajo
desde -1.50V a 1.50V realizando barridos de potencial en un total de tres segmentos,
iniciando con un barrido en direccion catdédica de 0.00 V a -1.50V, seguido de un barrido en
direccién anddica desde -1.50V a 1.50V y finalmente un realizar un tercer barrido desde 1.50

V a 0.00V, para regresar al potencial de inicio.

4.1.6.3 Técnica de cuantificacidon: Voltamperometria de redisolucién adsortiva (AdSV)

Tomando en cuenta la capacidad de adsorcién y retencion del MIP hacia el CAP y con la
finalidad de explotar dicha caracteristica se empled como técnica de cuantificaciéon la AdSV

la cual involucra dos principales etapas:
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1) Etapade carga

En esta primera etapa, el sensor electroquimico GCPE /MIP se pone en contacto con una
solucién de CAP a una concentracion conocida, controlando tanto el tiempo de carga como
la velocidad de agitacién (Figura 20). En esta etapa se promueve y maximiza la interaccién

entre el MIP y el CAP, para realizar una preconcentracioén en la superficie del sensor.

Figura 20 Etapa de carga en Voltamperometria de redisolucion adsortiva).

2) Etapa de Redisolucién

Posteriormente, el sensor electroquimico GCPE/MIP previamente cargado se introduce
en la celda electroquimica, junto con el electrodo de referencia (Ag/AgCl) y el electro auxiliar
(una barra de grafito de alta pureza), empleando como medio un buffer fosfatos pH 7 y llevar

a cabo la determinacién electroquimica de CAP (Figura 21).

Prss ENNENNNENEREEE
(53 - EENENNNNEENNEN
..... - Lt L L L L)

Figura 21 Etapa de redisolucion en Voltamperometria de redisolucion adsortiva.
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4.1.7 Determinacion directa de CAP

Con base en la bibliografia, se planted como primera estrategia la determinacion directa
de CAP (Alizadeh et al., 2012), siguiendo el pico de reduccion en la ventana catddica,
asociado a la reduccién del grupo nitro presente en la molécula de CAP (Figura 22). Para ello,
se empled AdSV (seccién 4.1.6.3) utilizando un GCPE/MIP, y la deteccidn se realizé mediante

voltamperometria diferencial de pulsos (DPV) en sentido de reduccién.

Reduccidn (Ventana catédica)

+
|
!

Intensidad de corriente catodica (pA)

Patencial (E)

Figura 22 Metodologia electroquimica en la determinacion directa de CAP mediante DPV.

4.1.8 Determinacion indirecta de CAP
Como segunda estrategia, se planted la determinacién indirecta de CAP, siguiendo el pico
observado en la ventana anddica, asociado a la oxidacion del derivado de hidroxilamina
(producto generado en la etapa de reduccién del CAP) hacia un grupo nitroso (Figura 23).
Para lograr la determinacion indirecta de CAP utilizando el sensor GCPE/MIP mediante
AdSV, se implementaron técnicas electroquimicas sucesivas. En la primera etapa, se empled
una técnica cronoamperométrica en sentido de reduccién para inducir la reduccién del CAP.
Posteriormente, mediante un barrido de potencial utilizando DPV, se obtuvo la sefial anddica

correspondiente a la oxidacion del derivado de hidroxilamina.
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Figura 23 Metodologia electroquimica en la determinacion indirecta de CAP empleando técnicas electroquimicas
sucesivas; cronoamperometria en sentido de reduccion (izquierda) y DPV en sentido de oxidacion (derecha).

4.1.9 Optimizacion de la sintesis de MIP

La optimizacion en la sintesis del MIP se realizd empleando un disefio de experimentos

clasificado como disefio de mezclas, especificamente un Simplex Centroide (Scheffé, 1963),

considerando tres variables de entrada: cantidad de plantilla, mondmeros (Pirrol y MAA) y

entrecruzante. La seleccidn de estas tres variables se fundamenta en la relacion plantilla-

monomeros durante la formacién del precomplejo, asi como en el papel del entrecruzante

en la generacion de la red tridimensional del polimero. En la Tabla 11 se muestra una matriz

codificada los 10 experimentos establecidos por un Disefio Simplex Centroide para tres

variables de entrada.

Tabla 11 Variables codificadas para un disefio de mezclas Simplex Centroide.

No A B C
' (plantilla) (mondmeros) (Entrecruzante)
1 1.00 0.00 0.00
2 0.00 1.00 0.00
3 0.00 0.00 1.00
4 0.50 0.50 0.00
5 0.50 0.00 0.50
6 0.00 0.50 0.50
7 0.33 0.33 0.33
8 0.67 0.17 0.17
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9 0.17 0.67 0.17
10 0.17 0.17 0.67

EnlaTabla 12 se muestran los niveles altos y bajos empleados para cada variable (plantilla,
mondmeros y entrecruzante) empleados en el disefio, los cuales fueron elegidos con base a
lo reportado a bibliografia (Y. Gao et al., 2021). Para los 10 experimentos se trabajo con
ambos mondmeros (pirrol y MAA) variando los porcentajes de cada uno desde un 20.00 % a

80.00 %.

Tabla 12 Niveles altos y bajos en para las variables: Plantilla:mondmeros:entrecruzante.

A B C
Nivel Plantilla (mmol) Mondmero (mmol) Entrecruzante (mmol)
0 0.5 4.8:1.2 20
1 1.5 0.8:3.2 50

Una vez sintetizados los diez MIP conforme al disefio, cada uno se empled para la
preparacion de un GCPE/MIP, el cual fue utilizado en la metodologia propuesta para la
determinacion indirecta de CAP. La variable de respuesta considerada fue la intensidad de
corriente anddica (ia). Para cada experimento se realizaron tres réplicas (n = 3). Las
condiciones experimentales empleadas fueron: concentracion de CAP de 1 mM, tiempo de

carga de 10 min y velocidad de agitacion de 60 rpm.

4.1.10 Caracterizacion del material 6ptimo MIP y NIP

Una vez optimizadas las condiciones de sintesis para la obtencion del MIP y NIP, ambos
materiales fueron caracterizados quimica y morfolégicamente mediante técnicas
instrumentales, incluyendo FTIR, SEM, BET y analisis termogravimétrico. Posteriormente,
ambos materiales NIP y MIP 6ptimos fueron empleados para preparar electrodos GCPE/MIP
y GCPE/NIP, esto con el fin de realizar la caracterizacidon electroquimica de ambos sensores
empleando como EIS y voltamperometria de redisolucion adsortiva (AdSV) con el uso de

técnicas electroquimicas sucesivas.
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4.1.11 Optimizacion de pardmetros criticos dentro de la metodologia

Teniendo planteada la metodologia para la determinacion de CAP, se realizd una

optimizacién univariable del sensor electroquimico GCPE/MIP y parametros criticos dentro

de la AdSV empleando una concentracion de CAP de 0.05 mM durante todo el proceso. Para

todas las optimizaciones se buscé aquellos valores y pardmetros que incrementaran la iz en

la determinacion del CAP. En la Figura 24 se resumen los pardametros a optimizar, asi como

el valor estandar y el intervalo de estudio para cada uno.

V,

Técnicade Parametros a Valores Intervalode
cuantificacién Etapas optimizar constantes estudio
Activacién por CV == 8ciclios  pire=c 1-8ciclos
GCPE/MIP o
%MIP  EEE-=- 10% = EEr -4 0%-25%
pH  Eemes. 6 Eeee—e 4,56,7y8
Etapa de carga Tiempo  pFr=r=- 20min @ preo=og 3 a20min
Velocidadde B 1, RPM=50  reto=-1 50a 400 RPM
agitacién
pH  Eeees. 6 Eeee—e 4,56,7y8
Cronoamperometria o= ++ E=-800mV  F:r:=:t -700mV--850mV
Etapa de
Redisolucién
K Paso=4mV  prro-o 2mV-10mv
[l
l' y
A
I/
/| .| Amplitud =50mV ===y 50mV - 150 mV
7.l
'A’ .
DPV |
a
N
Periodo=200ms =:=-=-: 100 ms-250 ms

Ancho =50ms J~

5ms-15ms

Figura 24 Resumen de los pardmetros a optimizar dentro de la metodologia por AdSV para la determinacidn indirecta de

CAP.
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4.1.11.1 Optimizacion del sensor electroquimico GCPE/MIP

La optimizacion del sensor electroquimico GCPE/MIP consistid en una optimizacién
univariable considerando dos factores; nimero de ciclos realizados en la activacion
electroquimica por CV y porcentaje de MIP presente en la mezcla composite. Las

condiciones, asi como los niveles para cada factor se describen a continuacién.

4.1.11.1.1 Optimizacion en la activacion del sensor electroquimico

La activacién electroquimica se llevd a cabo con el propdsito de incrementar la cantidad
de sitios activos sobre la superficie del sensor electroquimico GCPE /MIP. Para optimizar este
proceso, se evalud la iy en funcidn del nimero de ciclos aplicados mediante CV, considerando

unintervalo de 1 a 8 ciclos.

4.1.11.1.2 Optimizacion del porcentaje de MIP presente en el GCPE

Se evalué el efecto de la cantidad del MIP sobre la sefial de respuesta en la superficie del
electrodo, variando los porcentajes en la pasta composite. Para esto se considerd una masa
total de mezcla composite (MIP mas polvo de carbdn vitreo) de 0.40y 0.012 g de aglutinante.

Los porcentajes MIP probados fueron 0.00, 5.00, 10.00, 15.00, 20.00 y 25.00 %.

4.1.11.2 Optimizacion de la técnica de cuantificacidon: Voltamperometria de redisolucién
adsortiva.

Una vez optimizado el sensor electroquimico GCPE/MIP, se realizd la optimizacion de la
técnica de cuantificacion mediante AdSV, la cual, como se menciond en la secciéon 4.1.6.3,

comprende dos etapas fundamentales: la etapa de carga y la etapa de redisolucion.

Cada una de estas etapas presenta parametros especificos que requieren optimizacion.
En la etapa de carga se evaluaron tres variables: pH, tiempo de carga y velocidad de agitacion.

Dichos parametros fueron optimizados mediante una metodologia univariable.

Por su parte, en la etapa de redisolucion se estudid inicialmente el efecto del pH
empleando el mismo Intervalo de estudio que en la etapa de carga. Asimismo, se evaluaron

y optimizaron las técnicas electroquimicas sucesivas empleadas: la cronoamperometria (en
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sentido de reduccion) y la DPV (en sentido de oxidacién), donde esta ultima fue optimizada
empleando un disefio de experimentos. Las condiciones, asi como los niveles para cada

factor se describen a continuacion.

4.1.11.3 Optimizacidn del pH de trabajo en la etapa de carga y de redisolucién

La optimizacién del pH en la etapa de carga se realizd con base a los valores de pKa
reportados para ambos mondmeros funciones, asi como el intervalo de estabilidad para el
CAP (Figura 25). De acuerdo a bibliografia la molécula de CAP es estable en un intervalo de 2
a 7 en la escala de pH, alcanzado su estabilidad maxima en pH 5.50 (Tran et al., 2019) . Ya
gue, fuera de este intervalo el grupo amida presente en la molécula sufre una hidrdlisis acida

o basica segun sea el caso, ocasionando la degradacion del CAP (Higuchi et al., 1954a).

Con base en la informacién anterior, se empled un intervalo de pH de estudio desde 3 a

7 en la escala de pH.
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Figura 25 Valores de pka reportado para los mondmeros pirrol y MAA y CAP.

Posteriormente, utilizando el mismo intervalo de estudio, se optimizd el pH de trabajo

para la etapa de redisolucion en la determinacién indirecta de CAP, tomando como variable
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de salida la ia. Asimismo, se evalud el efecto del pH sobre el valor de potencial (E°) de acuerdo

a la ecuacién de Nerst (Ecuacion 3) (Vidal-Iglesias et al., 2012).

- n pH Ecuacion 3
4.1.11.4 Optimizacion del tiempo de carga

El tiempo de carga fue evaluado en funcion del periodo durante el cual el electrodo
permanecio en contacto con una solucion de CAP a una concentracion de 5x10™ M. Lo
anterior tuvo como objetivo promover y mejora la interacciéon entre el MIP presente en el

sensor electroquimico y el CAP en solucién.

La optimizacion se realizd mediante un analisis univariable, evaluando los tiempos de

cargade5, 10, 15y 20 minutos.

4.1.11.5 Optimizacidn de la velocidad de agitacién

Una vez optimizado el tiempo de contacto entre el sensor GCPE /MIP y CAP, se evalu6 el
efecto de la velocidad de agitacion sobre la sefial de respuesta. Este pardmetro se encuentra
directamente relacionado con el proceso de conveccion inducido en el proceso,

favoreciendo el trasporte de CAP desde la solucién hasta la superficie del GCPE/MIP.

Con el propodsito de determinar las condiciones dptimas, se evaluaron velocidades de
agitacion en un intervalo de 50 a 400 revoluciones por minuto (rpm), empleando

incrementos de 50 rpm.

4.1.11.6 Optimizacién de las Técnicas Electroquimicas Sucesivas

Posterior a la optimizacién de la etapa de carga, se realizé la optimizacion de la etapa de
redisolucién, la cual involucra la determinacién de CAP empleando técnicas electroquimicas

sucesivas.

Las técnicas electroquimicas empleadas en la determinacién indirecta de CAP son:
Cronoamperometria (en sentido catédico) y DPV (en sentido anddico), ambas técnicas
fueron optimizadas como se describe a continuacion:
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4.1.11.6.1 Cronoamperometria

La optimizacién de la cronoamperometria se realizd de forma univariable probando

distintos valores de sobrepotencial desde -700, -730, -750, -780, -800 y -850 mV en relacién

del potencial de reduccion observado para CAP (-650 mV). Tomando como variable a mejorar

la intensidad de corriente anddica.

4.1.11.6.2 Voltamperometria diferencial de pulsos (DPV)

La optimizacién de DPV se realizo utilizando un disefio de experimentos especificamente

un Taguchi L9 (33) (Gutiérrez Pulido, H, 2012) con cuatro variables de entrada: paso de

potencial, amplitud de potencial, ancho de pulso y periodo, cada una con tres niveles como

se ilustra en la Tabla 13.

Tabla 13 Factores y niveles empleando en el disefio Taguchi L9 (33).

Nivel
Factor
1 2 3
1 Amplitud de potencial (mV) 50.0 100 150
2 Ancho de pulso (ms) 5.00 10.0 15.0
3 Duracion de pulsos (ms) 100 175 250
4 Paso de potencial (mV) 2.00 6.00 10.0

En la Tabla 14 se presenta la matriz experimental codificada correspondiente al disefio

Taguchi L9 (33), conformada por un total de 9 experimentos, empleando como variable de

salida la intensidad de corriente anddica. El conjunto de datos fue analizado empleando el

software Minitab 18.

Tabla 14 Matriz codificada para un disefio L9 (33).

E;;;:riementos C:W\;))"wd 23;20(:;) Paso (mV) Periodo (ms)
1 1.00 1.00 1.00 1.00
2 1.00 2.00 2.00 2.00
3 1.00 3.00 3.00 3.00
4 2.00 1.00 2.00 3.00
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5 2.00 2.00 3.00 1.00

6 2.00 3.00 1.00 2.00
7.00 3.00 1.00 3.00 2.00
8.00 3.00 2.00 1.00 3.00
9.00 3.00 3.00 2.00 1.00

4.1.12 Curva de calibracion y obtencion de parametros analiticos

Una vez optimizada la metodologia electroanalitica en la determinacion indirecta de CAP,
se construyd una curva de calibracion empleando soluciones estandar con concentraciones

crecientes en el intervalo de 1.00X10% a 0.1 mM.

La curva de calibracidn se utilizé para la obtencion de parametros analiticos, tales como
sensibilidad analitica, el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacién (LOQ) de

acuerdo con los criterios establecidos por la [IUPAC (Olivieri et al., 2006).

La sensibilidad analitica se determind mediante el método de minimos cuadrados
aplicado a la curva de calibracién (Bharti Mittu y Chauhan, 2015), obteniéndose la ecuacion

de la recta descrita como (Ecuacién 4):
Ai (uA) = [m (pA pg~'L) « [CAP](ngL™")] + b Ecuacion 4.

Donde m corresponde a la pendiente de la recta y representa la sensibilidad del método

analitico, mientras que b es la ordenada al origen.

El LOD, definido como la concentracion minima de analito que puede ser detectada de
manera confiable por el método analitico, se determind con la Ecuacién 5 (Olivieri et al.,

2006) Ecuacién 5.

(3.33 % Sx, )

LOD =
S

Donde SX/Y es el error tipico de la curva y S es la sensibilidad del método electroquimico

(pendiente).
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Por otra parte, el LOQ, definido como la concentracién minima de analito que puede ser
cuantificada con precision y exactitud por el método analitico, se determind con la Ecuacion

6 (Olivieri et al., 2006).

(10 = SX/Y) Ecuacién 6

LOO =
0oQ S

4.1.13 Estudio de reproducibilidad y repetibilidad

Con la finalidad de evaluar la variabilidad asociada tanto a la sintesis del MIP como a la
preparacion de los GCPE/MIP, se realizd un estudio de reproducibilidad y repetibilidad
(Figura 26) calculando el porcentaje de desviacion estandar relativa (% RSD) para cada

estudio.

El estudio de repetibilidad consistié en la preparacion de un GCPE/MIP bajo las
condiciones o&ptimas previamente establecidas, seguido de la realizacion de cinco
mediciones consecutivas mediante la metodologia propuesta para la determinacién
indirecta de CAP, empleando una concentracion de 0.05mM. Posteriormente, se calculé el
% RSD para el conjunto de datos, el cual de acuerdo con literatura (Olivieri et al., 2006) debe

ser inferior al 10.00 % para indicar precision en la preparacién y respuesta del sensor.

Por otro lado, el estudio de reproducibilidad consistié en la preparacién independiente de
tres GCPE, cada uno modificado con MIP 6ptimo de tres distintas sintesis. Para cada GCPE
/MIP se realizaron 5 mediciones empleando la metodologia establecida en la determinacion
indirecta de CAP. Finalmente, se calculé el % RSD considerando el conjunto total de
resultados obtenidos, con el fin de evaluar la variacion entre la sintesis y la fabricacion entre

sensores.
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%RSD (n = 5) %RSD (n = 15)

MIP1  GCPE/MIP1 MIP1  GCPE/MIP1 MIP2  GCPE/MIP2  Mip3  GCPE/MIP3

Figura 26 Estudio de repetibilidad (izquierda) y estudio de reproducibilidad (derecha).
4.1.14 Andlisis de muestras reales y efecto matriz

Una vez concluido el estudio de reproducibilidad, se realizé al andlisis de muestras reales

empleando agua de distintos cuerpos de hidricos. Se analizaron muestras de agua de pozo,

lago, manantial, rio y presa.

4.1.14.1 Tratamiento de la muestra

Previo al andlisis, fue necesario realizar un pretratamiento de las muestras. Este consistio
en una filtracién al vacié empleando una membrana de 0.45 um, con la finalidad de eliminar
solidos suspendidos y residuos presentes en la matriz. Posteriormente se tomd una alicuota

de 1 mL de la muestra filtrada y se llevé a un aforo de 10 mL con buffer fosfatos pH 6, para

su posterior analisis (Figura 27).
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Figura 27 Pretratamiento para las muestras de agua.

4.1.14.2 Andlisis de efecto matriz mediante curva de adicidn patrén

El efecto matriz se evalud para cada muestra mediante la comparacién de la sensibilidad
analitica (pendiente de la recta), obtenida a partir de la curva de calibracién frente a la

pendiente correspondiente a una curva de adicién patrén elaborada para cada muestra.

La curva de adicidon patron se construyd mediante la incorporacién sucesiva de cinco
estandares de concentracién creciente en presencia de la muestra, registrando la respuesta
analitica en cada adicion. De esta manera, fue posible determinar la influencia de la matriz

sobre la cuantificacion del analito (Pahlevan et al., 2025).
4.1.15 Exactitud: Obtencion del porcentaje de recuperacion

Una vez analizadas las muestras, se procedio al dopaje de cada una con CAP, aplicando el
mismo tratamiento de muestra previamente descrito, hasta obtener una concentracién final
de 460 pg L. Posteriormente, las muestras fortificadas fueron analizadas bajo las mismas

condiciones experimentales.

Para cada muestra se calculd el porcentaje de recuperacion (% R)(«Validation and

Verification Guidelines for Analytical Methods», 2017), empleando la Ecuacion 7:
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Cantidad real P4
% R Ecuacion 7

= 3
Cantidad teorica

Este parametro permitié evaluar la exactitud del método propuesto en matrices reales.

4.2 Resultados

4.2.1 Comparacion del comportamiento electroquimico de un electrodo de pasta de carbono
(CPE) y carbdn vitreo (GCPE)

Se evalud el comportamiento electroquimico de dos electrodos basados en carbono
mediante CV. El primer electrodo utilizado fue CPE convencional de grafito, que presentd
picos en la ventana catddica (-0.80 V) asociados a la reducciéon de los grupos funcionales
presentes en el grafito debido a la sintesis del material (Figura 28). Los potenciales
observados para estos picos se encontraban cercanos al potencial de reduccion del CAP

reportado en la bibliografia (-0.66 V) (Tocher y Edwards, 1989).

0.20 ~

0.10 ~

0.00 - N

-0.10 ~

-0.20 ~

i /mA

-0.30 ~

-0.40 ~

-0.50 ~

-0.60 A

_0.70 T T T T T 1
-1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50

E vs (Ag/AgCl) /V

Figura 28 CV de un CPE en 10.0 mM de buffer fosfatos (pH 7). Velocidad de barrido 100 mV s en tres segmentos de 0.00 V
a 1.00 V, segundo segmento de 1.00 V a -1.00 V' y tercer segmento de -1.00 V a 1.00V.
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En un segundo andlisis, se utilizd un electrodo de pasta de carbono vitreo (GCPE), el cual
presentd una menor corriente capacitiva y una linea base mds estable, sin sefiales
electroquimicas atribuibles a procesos interferentes que pudieran afectar la determinacion
de CAP. Este comportamiento favorecié su uso como electrodo de trabajo en la deteccidn

del CAP (Figura 29).

0.05 -

0.00 —

-0.05 ~

-0.15 ~

-0.20 A

'025 T T T T T 1
-1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50

E vs (Ag/AgCl) / V

Figura 29 CV de un GCPE en 10.0 mM de buffer fosfatos (pH 7). Velocidad de barrido 100 mV s'1 en tres segmentos de 0.00
Va-1.00 V, sequndo segmento de -1.00 V a 1.00 V y tercer segmento de 1.00 V a 0.00 V.

4.2.2 Evaluacién del comportamiento electroquimico mediante CV del CAP.

Se evalud el comportamiento electroquimico del sensor GCPE en una soluciéon de CAP
1.00 mM (buffer fosfatos pH 7), empleando CV (barrido en direccién catddica). En la Figura
30a se muestra el voltamperograma ciclico obtenido para el GCPE en presencia de CAP,
mostrandose en la ventana catddica un pico de reduccion alrededor de -0.64V, el cual se
asocia directamente a la reduccién del grupo nitro presente en la molécula del CAP a un

derivado de hidroxilamina (Figura 30b), posteriormente al invertir el barrido en sentido
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anddico se aprecia un pico de oxidacién en 0.47 V, asociado a la oxidacion del derivado de

hidroxilamina a un grupo nitroso (Figura 30c) (Chuanuwatanakul et al., 2008).

0.05 ~
35¢) 35b)
OH OH
0.00 4 OH OH
. 35b) Oy raerar—> fu o
o';% HNTH%\ HO\N HN\'H<C| 2
0.05 1 J ° b 0
<
%—0 10 +
35¢)
-0.15 ~
OH OH OH OH
-0.20 CIH — > 2et2H'+ /@AH 9y
HO_ HN\'H<C| 0°N HNTH<C|
N
\ 0 0
_0‘25 T T T T T 1 H

-1.50 -1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50
E vs (Ag/AgCl) / V
Figura 30 a) CV de un GCPE en una solucion de CAP 1.00 mM (0.1 M de buffer fosfatos pH 7). Velocidad de barrido 100 mV s en tres

segmentos de 0.00 V a -1.00 V, seqgundo segmento de -1.00 V a 1.00 V' y tercer segmento de 1.00 V a 0.00 V. b) mecanismo de reduccidn
del CAP. c) mecanismo de oxidacion del derivado de hidroxilamina.

4.2.3 Modificacién del GCPE con MIP

El sensor electroquimico GCPE se modificd inicialmente con un 10.00 % del MIP (MAA y
pirrol) empleando una relacion plantilla: mondmeros: entrecruzante de 1.0: 4.0: 20 mmol

respectivamente.

El estudio del comportamiento electroquimico del sensor GCPE/MIP en presencia y
ausencia de CAP 1.00 mM (buffer fosfatos pH 7), fue evaluado mediante AdSV empleando

como condiciones iniciales; 20 minutos, 300 rpomy pH 7.

4.2.4 Primera estrategia: Determinacion directa de CAP empleando la Ventana Catddica.

Con base en la bibliografia, se planted como primera estrategia la determinacién directa
de CAP, siguiendo el pico de reduccion en la ventana catddica, asociado a la reduccién del

grupo nitro presente en la molécula de CAP. Para ello, se empled como técnica de deteccion
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la DPV (en sentido de reduccién). No obstante, al contrastar el comportamiento del
electrodo convencional frente al sensor modificado con MIP (GCPE/MIP), se observan
limitaciones criticas en la definicién de la sefial.

En la Figura 31a se muestra el voltamperograma obtenido para un GCPE empleando una
solucién directa de CAP 1.00 mM (buffer fosfatos pH 7), observandose un pico catédico
alrededor de -0.64 V, asociando a la reduccion del CAP.

Posteriormente, en los voltamperogramas correspondientes a las Figuras 31b a 31e, se
empled el sensor GCPE/MIP mediante Voltamperometria de redisolucién adsoritva, variando
los tiempos de carga y valores de pH. Sin embargo, a pesar de modificar diversos pardmetros
operativos para AdSV empleando GCPE/MIP, no fue posible apreciar ni definir el pico de
reduccion de CAP.

Esta limitacion se atribuye directamente a la presencia de un segundo proceso
electroquimico superpuesto, relacionado con la reduccion de oxigeno disuelto, el cual
interfiere con la sefial caracteristica del CAP. En consecuencia, esta interferencia impide el

uso de la DPV en sentido catddico como método de cuantificacién directa.

0.00 ~
-0.01
GCPE
-0.02 A GCPE/MIP_t 20 min_pH de carga 7_pH de
< redisolucién 7
E GCPE/MIP_t 40 min_pH de carga 7_pH de
'__0.03 | redisolucion 7
GCPE/MIP_t 20 min_pH de carga 7_pH de
redisolucién 4
004 GCPE/MIP_t 20 min_pH de carga 4_pH de
redisolucién 7
‘OOS T T T T T 1

-1.20 -1.00 -0.80 -0.60 -0.40 -0.20 0.00
E vs (Ag/AgCl) /V

Figura 31 a) DPV de un GCPE en una solucion de CAP (1 mM) directo buffer fosfatos 0.1M a pH 7; b) DPV de GCPE/MIP
empleando AdSV a pH 7 (etapa de carga y redisolucidn) ; 20 min agitacion a 60 rom; c) DPV de GCPE/MIP empleando AdSV
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a pH 7 (etapa de carga y redisolucion) ; 40 min agitacién a 60 rpm d) DPV de GCPE/MIP empleando AdSV a pH 7 (etapa de
carga), pH 4 (etapa de redisolucion) ; 20 min agitacién a 60 rpom; e) DPV de GCPE/MIP empleando AdSV a pH 4 (etapa de
carga) pH 7 (redisolucién) ; 20 min agitacion a 60 rom. En un segmento de 0.00 V a -1.20 V.

4.2.5 Segunda estrategia: Determinacion indirecta de CAP utilizando la ventana anddica

Como segunda estrategia, se planted la determinacion indirecta de CAP, siguiendo el pico
observado en la ventana anddica, asociado a la oxidacion del derivado de hidroxilamina
(producto generado en la etapa de reduccién del CAP hacia un grupo nitroso.

Para lograr la determinacion indirecta de CAP utilizando el sensor GCPE/MIP mediante
AdSV, se implementaron técnicas electroquimicas sucesivas. En la primera etapa, se empled
una técnica cronoamperométrica en sentido de reduccién para inducir la reduccién del CAP.
Posteriormente, mediante un barrido de potencial utilizando DPV, se obtuvo la sefial anddica
correspondiente a la oxidacién del derivado de hidroxilamina.

En la Figura 32 se muestra el uso de técnicas electroquimicas sucesivas, para la Figura 32a
se observa el cronoamperograma (en sentido de reduccion) a un sobrepotencial de -800 mV
y posterior en la Figura 32b se observa el voltamperograma diferencial de pulsos (en sentido

de oxidacién), mostrandose la sefial electroquimica a seguir en la cuantificacién del CAP.
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Figura 32 Técnicas electroquimicas sucesivas empleadas en la determinacidn indirecta de CAP (1.00 mM en un buffer
fosfatos pH 7) con un GCPE/MIP por AdSV, 20 min de tiempo de carga a 60 rpom. a) Cronoamperograma (en sentido de
reduccidn) a un sobrepotencial de -800 mV P, b) DPV (en sentido anddico), paso de potencial 4.00 mV; amplitud de potencial,
50.0 mV; ancho de pulso, 200 ms; duracion de pulso, 50.0 ms. En un segmento de 0.20 V a -0.20 V.
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4.2.6 Activacién del sensor electroquimico GCPE/MIP y empleando CV

La activacion del sensor electroquimico GCPE/MIP se realizé con el objetivo de maximizar
los sitios activos disponibles sobre la superficie del sensor electroquimico, favoreciendo la
transferencia de carga y, en consecuencia, mejora la respuesta electroquimica y la
sensibilidad en la determinacién de CAP.

Para ello, empleando una solucion tampdn fosfato a pH 7, se realizaron barridos de

potencial por voltamperometria ciclica, efectuando un total de 8 ciclos (Figura 33).
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Figura 33 CVs para la activacidn del sensor electroquimico GCPE (8 ciclos) en una solucién buffer fosfatos 10.0 mM a pH=7.
Velocidad de barrido 100 mV s (desde -1.50 a 1.50 V' s1).

Con la metodologia propuesta, basada en el uso de técnicas electroquimicas secuenciales,
se evalud la influencia de la activacion del sensor GCPE/MIP sobre la sefial electroquimica
para la determinacién indirecta de CAP.

En la Figura 34 se muestran los voltamperogramas obtenidos para el sensor GCPE/MIP
por AdSV y el uso de técnicas electroquimicas sucesivas antes y después de la activacion.

Los resultados demostraron que, el sensor electroquimico GCPE/MIP activado presento
una intensidad de corriente anddica mayor que el sensor GCPE/MIP sin la activacién. Esto
sugiere que, al activar la superficie, se reduce la resistencia a la transferencia de electrones,

incrementando asi la sensibilidad y la definicion de los picos electroquimicos.
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Figura 34 DPVs de un GCPE modificado con MIP activado electroquimicamente y sin activar, obtenidos en buffer de
fosfatos a pH 7, después de 20 min de agitacion a 60 rom en una solucion de CAP 1.00 mM, empleando una velocidad de
barrido de 100 mV s™" en sentido de oxidacidn.

Posteriormente, el sensor electroquimico activado vy sin activar fue evaluado mediante
EIS, obteniéndose los diagramas de Nyquist correspondientes a cada condicion. Las
mediciones se realizaron empleando como molécula sonda el Ks;[Fe(CN)s] a una

concentracion de 1.0 mM en KCl 0.1 M.

Los diagramas de Nyquist obtenidos se presentan en la Figura 35. El electrodo GCPE/MIP
activado presentd un semicirculo de menor diametro en comparacion con el GCPE/MIP sin
activar, lo que indica una menor resistencia a la transferencia de carga en la superficie del
electrodo activado. Este comportamiento sugiere que el proceso de activacion favorece la

transferencia electrénica sobre la superficie del electrodo.

Pagina | 94



3000 -

.0 %® e, a ® GCPE/MIP
®
2500 + o g - GCPE/MIP activado
® @
o o
2000 - & e
] ®
'E‘ .)' ..
(=]
c 1500 - »® )
~ ' ..
1000 -
N
500 1
|
i
O ! T T T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 2000

Z"(Qcm)

Figura 35. Diagramas de Nyquist del electrodo GCPE/MIP activado y sin activar, obtenidos en Ks[Fe(CN)s] 1.0 mM en KCI
0.1 M.

Con base a lo anterior, la metodologia establecida para la determinacién indirecta de CAP
consistio finalmente en tres etapas principales:

Técnica de cuantificacion: Voltamperometria de redisolucién adsortiva (AdSV)

1) Activacidén electroquimica: Se realizan barridos de potencial empleando CV en un
buffer fosfatos pH 7 con un total de 8 ciclos.

2) Etapa de carga: Se pone en contacto el sensor GCPE/MIP en una solucion de CAP a
una concentracion conocida durante un tiempo y velocidad establecidas. Esto para promover
la interaccién entre MIP y CAP vy realizar una preconcentracion sobre la superficie del
electrodo.

3) Etapaderedisolucién: Posteriormente, el sensor electroquimico cargado, se sumerge
en un medio blanco (Buffer fosfatos pH=6), junto con el electrodo de referencia (Ag/AgCl) y
auxiliar (barra de grafito) para iniciar la determinacion de CAP empleando las técnicas

electroguimicas sucesivas.
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4.2.7 Optimizacion en la sintesis de MIP empleando Simplex Centroide

Mediante un disefio Simplex Centroide, se realizé la optimizacién de tres variables criticas

en la sintesis del MIP (cantidad de plantilla, mondmeros funcionales y entrecruzante). Para

cada experimento se vario el porcentaje en la mezcla de pirrol y MAA desde un 20.00 a un

80.00 %. Una vez sintetizados los diez MIP, cada uno se empled para la preparacién de un

GCPE/MIP, el cual fue utilizado en la metodologia propuesta para la determinacién indirecta

de CAP. La variable de respuesta considerada fue la i,. Las condiciones experimentales

empleadas fueron: CAP de 1 mM, tiempo de carga de 10 min y velocidad de agitacién de 60

rpm.

En la Tabla 15 se muestra la matriz decodificada obtenida en el Disefio Simplex Centroide,

asi como los valores de i para cada experimento, obteniendo en todos los casos % RSD

inferiores al 10.00 %.

Tabla 15 Matriz decodificada para el disefio Simplex Centroide en la optimizacién de MIP.

No. Plantilla Mondmeros Entrecruzante  Relacidn molar 1 (pA) Rend(i;?)iento % RSD
1 1.50 4.80:1.20 20.00 1:4:13 115.18 69.56 4.04
2 0.50 0.80:3.20 20.00 1:8:40 17.13 64.74 3.76
3 0.50 4.80:1.20 50.00 1:12:100 55.43 61.56 9.99
4 1.00 2.50:2.50 20.00 1:5:20 32.52 43.11 8.07
5 1.00 4.80:1.20 38.00 1:6:38 33.73 41.15 6.34
6 0.50 2.50:2.50 38.00 1:10:76 69.86 60.54 2.07
7 0.83 3.20:2.13 32.00 1:6:38 98.56 50.29 8.33
8 1.17 3.97:1.70 26.00 1:5:22 86.87 72.60 2.35
9 0.67 1.87:2.80 26.00 1:7:39 66.63 71.32 7.48
10 0.67 3.97:1.70 44.00 1:8:66 53.60 69.73 5.69

De acuerdo a lo observado en el disefio Simplex Centroide, cuando se utilizaron

proporciones de entrecruzante cinco veces mayor a la cantidad de plantilla, se observé una

disminucion en la intensidad de corriente anddica, sugiriendo la formacién de microporos en

la sintesis del polimero, lo cual, dificultaria la interaccidén entre el analito y los mondmeros
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funcionales. Por otra parte, se observé que aquellos experimentos con una proporcion de
pirrol al 80.00 % y MAA al 20.00 %, mostraron un aumento en la intensidad de corriente
anddica, lo cual, se explica por las interacciones tipo m — m que se da entre el pirrol y la

plantilla CAP.

La evaluacion de los datos obtenidos mediante el disefio experimental se realizd
utilizando el software Minitab, el cual permitio realizar el analisis estadistico de los resultados
mediante la tabla de analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 16). En esta tabla se observa que el
valor de p asociado a la regresion es menor que 0.05, lo que indica que el modelo es
estadisticamente significativo con un nivel de confianza arriba del 95 %. Este resultado
demuestra que existe una relacion estadisticamente significativa entre las proporciones de
los componentes evaluados (plantilla, monémeros funcionales y agente entrecruzante) y la

respuesta experimental.

Tabla 16 ANOVA del disefio Simplex Centroide en la optimizacién de MIP.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Regresidn 6.0 8229.31 8229.30 1371.60 9.75 0.044
Cuadrético 3.0 3269.28 3673.40 1224.50 8.70 0.054
A*B 1.0 62.67 682.30 682.30 4.85 0.115
A*C 1.0 753.15 1918.80 1918.80 13.64 0.034
B*C 1.0 2453.45 688.10 688.10 4.89 0.114
Cubico 1.0 2183.03 2183.00 2183.00 15.51 0.029
especial

A*B*C 1.0 2183.03 2183.00 2183.00 15.51 0.029
Error 3.0 422.15 422.10 140.7

residual

Total 9.0 8651.46

Asimismo, el andlisis de varianza mostré que los datos experimentales se ajustan
adecuadamente a un modelo cubico especial, ya que este presentd un valor de p de 0.029,
indicando que dicho modelo describe de manera significativa el comportamiento de la

respuesta dentro de la regién experimental evaluada. Ademas, se obtuvieron valores del
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coeficiente de correlacion (r) y del coeficiente de determinacién (r?) de 88.35 % y 95.12 %,
respectivamente. Estos resultados evidencian una alta correlacion entre los valores
experimentales y los predichos por el modelo, asi como una adecuada capacidad explicativa,
ya que el 88.35 % de la variabilidad de la respuesta es explicado por las variables incluidas en

el disefio experimental.

La ecuacion de superficie de respuesta obtenida a partir del modelo cubico especial se
presenta en la Ecuacion 8. En ella se consideran las tres variables de entrada: plantilla (A),
monoémeros (B) y entrecruzante (C). Los coeficientes de regresion estimados permiten
evaluar la contribucion de cada componente y de sus interacciones sobre la respuesta,

expresada como la intensidad de corriente (i, 4A).

i(nA) = 117.0A + 19.0B + 50.20C — 127.1(A * B) — 213.2(A* C) + 127.6(B * C) +
1499(A * B * C) Ecuacién 8

De acuerdo con los coeficientes del modelo, la mezcla A*B*C presenta la mayor contribucion
a la respuesta i, indicando que la respuesta del sistema esta fuertemente influenciada por
los tres componentes. Esto evidencia que la composicion 6ptima del MIP no depende
Unicamente de la cantidad de cada componente por separado, sino del equilibrio entre las
proporciones de la plantilla, los mondmeros y el agente entrecruzante, lo que justifica el
empleo de un disefio de mezclas tipo Simplex-Centroide para identificar la formulacién que

maximiza la respuesta electroquimica.

Posteriormente, a partir de la ecuacién de superficie obtenida por el modelo, se generaron
la grafica de superficie y el diagrama de contorno, mostrados en la Figura 36. Ambos graficos
mostraron una respuesta maxima para los niveles 1A, OB y OC, correspondientes a 1.5 mmol
de plantilla, 4.8 mmol de pirrol, 1.2 mmol de MAA y 20 mmol de entrecruzante, con una

respuesta tedrica de 115.34 LA.
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Figura 36 Grdfico tridimensionales de superficie de respuesta (izquierda) y grdfico de contornos (derecha) obtenidos
mediante la ecuacion de superficie de respuesta para un disefio Simplex Centroide.

Finalmente, la respuesta tedrica predicha por el modelo (115.34 pA) y la respuesta
experimental (115.18 pA, Sx=0.93, n=3) se compararon mediante una prueba t de Student

(Ecuacién 9).

lu—x y
texp = - NG Ecuacion 9
X

Para un nivel de confianza del 95 %, un valor critico de t¢it=4.30, se obtuvo un valor de
texp=0.298. Debido a que texp<t crit, S& concluye que no existen diferencias estadisticamente

significativas entre la respuesta tedrica y la respuesta experimental obtenida.

4.2.8 Caracterizacion del NIP y MIP éptimo

4.2.8.1 Caracterizacién quimica: Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR)

Inicialmente se obtuvieron los espectros de FTIR correspondientes a ambos mondmeros
funcionales (pirrol y MAA), asi como el entrecruzante, con la finalidad de identificar las
bandas caracteristicas para cada reactivo involucrado en la sintesis y posteriormente

compararlos con los espectros del MIP.

En la Figura 37 se muestra el espectro FTIR correspondiente al pirrol. Se observa una
banda intensa alrededor de 3382 cm™, atribuida al estiramiento del enlace N-H.

Posteriormente, en la regién cercana a 1671 cm, se identifica la sefial asociada al
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estiramiento del enlace C=C del anillo aromatico. Finalmente, a una longitud de onda de 1045
cml, se aprecia una banda correspondiente al estiramiento del enlace C-N (lbrahim et al.,
2013). La Tabla 17 presenta una comparacion entre las longitudes de onda de las bandas

caracteristicas del pirrol reportadas en la literatura y las obtenidas en este trabajo.

[~

Tabla 17 Longitudes de onda para las bandas
caracteristicas de pirrol.

-N-H
. Este
Radical I(.étr:rf)tura trabajo
(cm?)
. . . . . . . -C-H . N-H 3500-3300 3382
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 C=C 1700-1500 1671
cm'? C-N 1200-1025 1045
C-H 860-680 710

Figura 37 Espectro de FTIR para el pirrol.

Para el espectro relacionado al MAA (Figura 38) se aprecia una banda ancha alrededor de
3040 cm™ atribuida al enlace O-H. Posteriormente, en 1705 cm™ una banda intensa
relacionada al doble enlace C=0. Finalmente se observa la sefial para el enlace C=C alrededor
de 1623 cm™ (Gupta y Shivakumar, 2012). La Tabla 18 presenta una comparacion entre las
longitudes de onda de las bandas caracteristicas del MAA reportadas en la literatura y las

obtenidas en este trabajo.

(%]

Tabla 18 Longitudes de onda para las bandas
caracteristicas de MAA.

Este trabajo

Radical Literatura (cm) 9
.O-H (cm)
-OH 3352 3040
-C=0 1727-1738 1705
o IE€ c=C 1636 1623

4000 3500 3000 2500 I 2000 1500 1000 500

Figura 38 Espectro de FTIR para el MAA.
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Finalmente, en la Figura 39 se muestra el espectro IR correspondiente al agente
entrecruzante (EGDMA), en donde las dos sefiales de relevancia para esta molécula se
asocian al enlace C=0 mostrada alrededor 1729 cm™ vy la sefial C=C presente a 1600 cm™
correspondientes al grupo vinilo (Bajpai y Jhariya, 2015). La Tabla 19 presenta una
comparacién entre las longitudes de onda de las bandas caracteristicas del EGDMA

reportadas en la literatura y las obtenidas en este trabajo.

Tabla 19 Longitudes de onda para las
bandas caracteristicas de EGDMA.

i i Est t i
Radical Literatura (cm?) o rabajo

-C=0 -C-0-C (cm)

000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500  -C=0  1730-1725 1729
cm'? -C=C 1546 1600

-C-0-C 1147 1144

Figura 39 Espectro de FTIR para el EGDMA.

Una vez realizada la caracterizacion quimica mediante FTIR de ambos mondmeros
funcionales, y del agente entrecruzante, se llevd a cabo la caracterizacién de los polimeros
MIP y NIP 6ptimos, con la finalidad de comparar las bandas observadas para los dos

mondémeros funcionales con aquellas presentes en los polimeros obtenidos.

La Figura 40 muestra los espectros de FTIR correspondientes al NIP y MIP. En ambos
materiales se identificaron las bandas caracteristicas asociadas con los grupos funcionales de
los mondmeros empleados, pirrol y MAA. En comparacidén con los mondmeros libres, se
observaron desplazamientos de algunas bandas, acompafiados de una disminucién en su
intensidad. Estas modificaciones se atribuyen a cambios en el entorno quimico de los grupos
funcionales como consecuencia de su incorporacion a la red polimérica. Por otro lado, al
comparar ambos materiales, el MIP presenta modificaciones en la intensidad relativa de

algunas bandas respecto al NIP. Estas diferencias pueden estar relacionadas con cambios en
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el entorno quimico y en la organizacion de los grupos funcionales originados por la presencia

de la molécula plantilla durante la sintesis.

Una de las regiones de interés se localiza entre 3600 y 3000 cm™, donde se observan
contribuciones correspondientes a las vibraciones de estiramiento de los enlaces O—H y N—
H. La sefial ancha en alrededor de 3600 cm™ corresponde al estiramiento del grupo O—H de
los grupos carboxilicos provenientes del MAA, mientras que alrededor de 3300 cm™ se
relacionan con el estiramiento N—H del pirrol. Asimismo, en la regién de 3000 cm™ se
observan las bandas correspondientes al estiramiento de los enlaces C—H alifaticos,
asociados principalmente con los grupos CHsz presentes en la estructura de la matriz

polimérica.

En aproximadamente 1719 cm™ se identifica una banda intensidad correspondiente al
estiramiento C=0 asociada a los grupos carboxilo presentes en el MAA y el agente
entrecruzante EGDMA. Por otra parte, la vibracion del enlace C-N, correspondiente al anillo
aromatico del pirrol, se identifico en la regién de 1253 cm™, mientras que la banda asociada

al enlace C-O-C del EGDMA aparecié alrededor de 1146 cm™.

Por ultimo, en los espectros tanto de MIP y NIP desaparece la banda correspondiente al
enlace C=C (1500-1600 cm™), a diferencia de lo observado en el espectro del EGDMA. La
ausencia de esta banda en ambos mondmeros se atribuye a la ruptura del grupo vinilo
presente en el agente entrecruzante, para la formacién de radicales libres y el inicio de la

polimerizacién.
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Figura 40 Espectros FTIR de MIP y NIP éptimo.

4.2.8.2 SEM: Caracterizaciéon morfoldgica y tamafio de particula

Con lafinalidad de conocer las caracteristicas morfoldgicas de nuestro material polimérico
sin y con la plantilla presente (NIP y MIP, respectivamente) se obtuvieron las microscopias

mediante SEM, estas fueron tomadas con 5,000 aumentos empleando un voltaje de 15.0kV.

De acuerdo con las imagenes mostradas en la Figura 41ay 41b, no se observaron cambios
morfoldgicos entre los materiales. En ambos casos se aprecia una estructura esférica. Estos
resultados sugieren que la presencia de la molécula plantilla durante la sintesis no modifico

de manera apreciable la forma de las particulas.

Otro parametro importante dentro de la caracterizacién morfoldgica de los materiales es
el tamafio de particula, ya que, este se encuentra directamente relacionado con el tipo de
polimerizaciéon empleado durante la sintesis. En este trabajo, tanto MIP como NIP fueron
obtenidos mediante polimerizacién por radicales libres. De acuerdo con la bibliografia, este
tipo de reaccidn permite obtener particulas con diametros en la escala micrométrica e
incluso nanométrica, lo cual mejorar la relacién superficie-volumen de los polimeros, lo que

resulta en una mayor superficie de union para el analito objetivo.
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Para determinar el tamafio de particula de ambos materiales, se empled el programa
Imagel, obteniendo el promedio (n=50) del didmetro de las particulas observadas para
ambas imdagenes SEM de NIP y MIP. Los resultados mostraron un tamafio de particula de 248
nm para el NIP y 481 nm para el MIP. De acuerdo, con los resultados ambos materiales se
encuentran en la escala submicrométrica (100-1000 nm) reportada para sistemas

sintetizados mediante polimerizacion por radicales.

Ademas, se observo un incremento en el tamafio de particula del MIP con respecto al NIP,
lo cual se atribuye a la incorporacion de la molécula plantilla durante el proceso de
polimerizacidn. La presencia de la molécula de CAP durante la formacion de la red polimérica
favorecer cambios en el crecimiento y la organizacion de las cadenas del polimero, dando

lugar a particulas de mayor tamafio (De Middeleer et al., 2016).

Figura 41 a) SEM obtenido para para NIP dptimo utilizando como mondmeros; MAA y pirrol. b) SEM obtenido para para
MIP éptimo utilizando como mondmeros: MAA'y pirrol.

4.2.8.3 Andlisis BET: Determinacion del drea superficial y el tamafio de poro

La caracterizacion superficial de los materiales se llevé a cabo mediante la determinacion
del drea superficial, el volumen y didmetro de poro, con el objetivo de conocer la superficie
util y la porosidad del material, ya que estos estan relacionados con la interaccion entre el
MIP y la molécula plantilla. Para ello, se empled un andlisis BET, basado en la adsorcién de
nitrogeno sobre la superficie del material, obteniendo asi las isotermas de adsorcidon

mostrados en la Figura 42.
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Figura 42 Isotermas BET de adsorcion y desorcion para a) NIP y b) MIP.

A partir de estas isotermas fue posible calcular los pardmetros reportados en la Tabla 20.
Los resultados mostraron que ambos materiales presentan didmetros de poro comprendidos

entre 2 y 50 nm, por lo que se clasifican como materiales mesoporosos (Tominaga et al.,

2012).

Tabla 20 Pardmetros BET obtenidos para NIP y MIP.

Pardmetros NIP MIP
Area superficial BET 18.64 m?g*? 27.85 m%g?
Volumen de poro 0.11 cm3g? 0.09 cm3g™

Diametro de promedio de

10.47 nm 11.69 nm
poro

De acuerdo con los valores reportados en la Tabla 20, el MIP presentd un incremento en
el drea superficial y el didmetro promedio de poro con respecto al NIP, lo que sugiere una
mayor superficie para la interaccion con la plantilla. Este resultado justifica la formacién de

cavidades especificas hacia el analito (De Middeleer et al., 2016).
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Por otro lado, se observé una disminucion en el volumen total del poro del MIP respecto
al NIP, lo cual se relaciona con modificaciones en la red polimérica debido a la impresién de

la plantilla, dando lugar a una estructura mas organizada.

4.2.8.4 Caracterizacidon térmica: Analisis termogravimétrico (TGA)

La caracterizacion térmica del material polimérico se realizd con el objetivo de evaluar la
estabilidad térmica y determinar la temperatura de degradacion de los materiales
sintetizados. Para ello, se empled un andlisis termogravimétrico (TGA), utilizando una rampa

de calentamiento desde 25 a 600 °C.

La Figura 43 muestra las curvas termogravimétricas correspondientes al NIP y MIP. En el
caso del MIP, la pérdida de masa (92.7%) se produce en el intervalo de 230 a 425 °C en una
sola etapa; estd perdida se atribuye principalmente a la degradacion progresiva de la red
polimérica, asociada principalmente con la descomposicion del agente entrecruzante vy los

mondmeros (Ansariy Ghorbani, 2017).

—MIP

40 A

Perdida de peso (%)

20 ~

O T T T T T T T T T T T
25 75 125 175 225 275 325 375 425 475 525 575
Temperatura (C°)

Figura 43 Curvas termogravimétricas para NIP y MIP con una rampa de temperatura desde 25°C a 600°C.

Por otra parte, el NIP se observa una pérdida de masa del 51.52 % en el intervalo de 270
a 400 °C, atribuida principalmente a la descomposiciéon del agente entrecruzante.

Posteriormente, a partir de 400 °C, la curva presenta una segunda region de estabilidad
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térmica que se mantiene hasta los 600 °C. Estos resultados indican que el NIP presenta una

mayor estabilidad térmica que el MIP.

Este comportamiento podria atribuirse a un mayor grado de oxidacion del pirrol durante
la sintesis en ausencia de la molécula plantilla, lo que favoreceria la formacién de oligdmeros
de pirrol (He et al., 2025) y una red polimérica mds densa y térmicamente resistente (Figura
44). En contraste, la presencia de la molécula plantilla durante la sintesis del MIP podria
limitar la oxidacién del pirrol, favoreciendo la formaciéon de una red polimérica de menor

densidad y, por consiguiente, con menor estabilidad térmica.

Figura 44 Sintesis de NIP (izquierda) y MIP (derecha) mostrando el grado de oxidacion.
Por lo tanto, el anadlisis TGA permitid establecer diferencias claras entre los materiales
sintetizados con y sin plantilla, evidenciando el efecto de la impresién molecular sobre la
estabilidad térmica, la organizacién estructural y las propiedades del polimero basado en

pirrol.

4.2.8.5 Caracterizacién electroquimica: Técnicas electroquimicas sucesivas

La caracterizacion electroquimica de los electrodos modificados con NIP y MIP se realizé
empleando la metodologia propuesta en la seccién 4.2.5; basada en AdSV con el uso de

técnicas electroguimicas sucesivas.
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En la Figura 45 se muestran los voltamperogramas obtenidos para el GCPE sin modificar
y los GCPE modificados con NIP y MIP. EI GCPE sin modificar fue evaluado en buffer de
fosfatos a pH 6, mientras que los electrodos modificados con NIP y MIP fueron evaluados en

una solucion de CAP 1 mM preparada en el mismo electrolito.

El GCPE sin modificar no presentd sefiales de oxidacién definidas en la ventana de
potencial estudiada, lo que indica la ausencia de procesos electroquimicos atribuibles al
electrolito soporte o a especies interferentes presentes en las condiciones experimentales.
Por otra parte, los electrodos modificados con NIP y MIP presentaron un pico anddico
alrededor de -50.00 mV, correspondiente a la respuesta electroquimica de la oxidacién del
derivado de hidroxilamina resultado de la reduccion del CAP. retenido en la superficie del
electrodo. EI GCPE modificado con MIP presentd una intensidad de corriente anddica de
115.16 pA, mientras que el GCPE modificado con NIP presentd una corriente de 62.54 UA. La
respuesta obtenida con el MIP, fue 1.84 veces mayor que la obtenida con el NIP, lo que
justifica la presencia de cavidades de reconocimiento especificas generadas durante el
proceso de impresion, las cuales favorecen la retencién y preconcentracion de CAP en la

superficie del electrodo.

En contraste, el NIP, al no haber sido sintetizado en presencia de la molécula plantilla,
carece de las cavidades de reconocimiento especificas. Por lo tanto, aunque puede existir
una interaccion no especifica entre el CAP y la matriz polimérica, esta es menor en
comparacién con la observada para el MIP. En conjunto, estos resultados evidencian el
efecto de la impresion molecular sobre la capacidad de retencién de CAP v,

consecuentemente, sobre la respuesta electroquimica del electrodo modificado.
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Figura 45 DPV's obtenidos mediante técnicas electroquimicas sucesivas para un GCPE modificado al 10.00 % con NIP y
10.00 % con MIP a una concentracion de 1 mM de CAP en buffer fosfatos pH 6 por 10 minutos a 60 rpm.

4.2.9 Optimizacién de pardmetro criticos dentro de la metodologia propuesta
4.2.9.1 Optimizacién del porcentaje de MIP en la pasta composite

Se optimizd el porcentaje de MIP presente en el GCPE probando porcentajes de
modificante desde 0 % a 25.00 % en intervalos de 5.00 %, con la finalidad de identificar la

proporcion que maximiza la sefial de respuesta hacia el analito.

En la Figura 46 se muestran las intensidades de corriente anddica obtenidas para los
diferentes porcentajes de MIP presentes en el GCPE. En ausencia del material polimérico se
observa una corriente anddica mayor que a un porcentaje de 5.00 %, debido a que el MIP es
un material no conductor, lo cual dificulta la transferencia de electrones en el sensor
electroquimico. Sin embargo, a partir de una proporcion del 10.00 % de modificante se
observa un aumento en la intensidad de corriente anddica, ya que existe una mayor cantidad
de MIP presente en la superficie, lo que incrementa la cantidad de CAP adsorbido en la etapa

de carga, mejorando la intensidad de la corriente anddica.

La mayor intensidad de corriente anddica se obtuvo a una proporcion del 20.00 % de MIP,

después de este porcentaje (25 % de MIP) se observd una disminucién de la intensidad de
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corriente, lo cual puede atribuirse a que el material polimérico presenta baja conductividad
eléctrica. Por tanto, una mayor proporcion de MIP en la pasta puede dificultar la
transferencia de carga en la superficie del electrodo de trabajo. Asimismo, el exceso de MIP

afecta la homogeneidad de la pasta.

60.00

50.00 ~
40.00 -
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Figura 46 Intensidades de corriente anddica (is) obtenidas para proporciones de MIP desde 0, 5.00, 10.00, 15.00, 20.00 y
25.00 % presente en el GCPE empleando AdSV en la determinacion indirecta de CAP. Condiciones experimentales: 0.05 mM
de CAP en buffer fosfatos pH 6, velocidad de agitacion 60 rpm, tiempo de carga 5 min, pH de carga 6.

4.2.9.2 Optimizacién del pH en la etapa de carga

Con base en los valores de pKa reportados para los mondmeros funcionales y el CAP, se
evalué la influencia del pH en la etapa de carga, seleccionando valores por debajo y por
encima de dichos pKa (pH=3,4, 5, 6 y 7) con el objetivo de estudiar las diferentes formas de
ionizacion de las especies involucradas y evaluar la interaccion entre el CAP en solucién y los
monomeros funcionales (pirrol y MAA) presentes en el MIP.

En la Figura 47 se muestran los voltamperogramas obtenidos para los diferentes valores
de pH utilizados en la etapa de carga. El valor dptimo se identificd en pH 6 (inserto de Figura
47), lo cual indica que la adsorcion del CAP se ve favorecida en estas condiciones. Este valor
se encuentra proximo a los valores de pKa tanto del MAA como del CAP, lo que sugiere la

coexistencia de formas neutras y parcialmente cargadas de ambas moléculas. Esta
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combinacién favorece las interacciones intermoleculares, como puentes de hidrdogeno,

mejorando la afinidad entre el analito y los sitios de reconocimiento del MIP durante la etapa
de preconcentracion.
60.00
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60.00 -
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Figura 47 DPVs obtenidos en la optimizacion del pH en la etapa de carga (3,4,5,6 y 7) para la AdSV en la determinacion de

CAP utilizando un GCPE modificado con MIP Condiciones experimentales: 0.05 mM de CAP en buffer fosfatos pH 6, 10% de
MIP en GCPE,velocidad de agitacion 60 rpm, tiempo de carga 5 min. El inserto muestra la intensidad de corriente anddica

obtenida para cada valor de pH evaluado.

4.2.9.3 Optimizacién del pH del electrolito soporte

Empleando el mismo intervalo de pH de la seccidén anterior, se realizé la optimizacion
univariable para el pH del medio en la determinacién indirecta de CAP, dado que este

parametro estd directamente relacionado con la transferencia de electrones durante la
reduccién-oxidacién del grupo nitro presente en el CAP.

En la Figura 48 se muestran los voltamperogramas obtenidos para los diferentes valores

de pH estudiados. Desde un valor de pH 3 a 6 la intensidad de corriente anddica se
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incrementa progresivamente hasta alcanzar un maximo en pH 6; posteriormente, se observa

una disminucion en la sefial.

Este comportamiento electroquimico concuerda con el intervalo de estabilidad reportado
para CAP, el cual se encuentra alrededor de pH 5.5. En este valor, la molécula se encuentra
predominantemente en su forma neutra, lo que se favorece la transferencia de electrones
en la reduccion-oxidacion del CAP, incrementando la respuesta electroquimica. Sin
embargo, a valores cercanos a pH 7, la sefial disminuye de manera notable, lo cual puede

atribuirse al inicio de la hidrdlisis del CAP, provocando la degradacién de la molécula.
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Figura 48 DPV's obtenidos en la optimizacion del pH en la etapa de redisolucion (3,4,5,6 y 7) para la AdSV en la determinacion
de CAP utilizando un GCPE modificado con MIP Condiciones experimentales: 0.05 mM de CAP en buffer fosfatos pH 6, pH de
carga 6,10% de MIP en GCPE, velocidad de agitacion 60 rpm, tiempo de carga 5 min.

En la Figura 49 se muestra el grafico del potencial en funcién al valor de pH, observandose
una tendencia lineal con una pendiente de -53.56 mV pH™. Este valor, de acuerdo con la
ecuacion de Nernst (Ecuacién 10), indica que en el proceso de reduccion-oxidacion del CAP
interviene el mismo numero de electrones y protones, evidenciando una transferencia

equimolar de ambas especies (Figura 50).
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Figura 49 Relacion del pH con el potencial en la etapa de redisolucion para la determinacion de CAP.
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Figura 50 Mecanismo de reduccidn y oxidacion del grupo nitro presente en la molécula de CAP.
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4.2.10 Optimizacién de la Voltamperometria de redisolucion adsortiva
4.2.10.1 Optimizacidn del tiempo de carga

El tiempo de contacto entre el analito y el material polimérico para mejorar la interaccion
del CAP sobre el sensor electroquimico modificado con MIP. Se evaluaron tiempos de

contacto desde un intervalo de 3 a 20 minutos.

En la Figura 51 se muestran las intensidades de corriente anddica obtenidas para los
diferentes tiempos de contacto. De 5 a 10 minutos se observa un aumento en la sefial
electroquimica, ya que, no todas las cavidades han sido ocupadas. Posterior a los 10 minutos,
se observa una ligera disminucién en las ia. Este comportamiento puede atribuirse a que los
sitios de reconocimiento disponibles en el MIP se encuentran mayoritariamente ocupados
por el CAP (saturacién del electrodo). Por lo tanto, un incremento en el tiempo de contacto
no favorece una mayor retencién de CAP. En consecuencia, se selecciond un tiempo de

contacto de 10 minutos como condicion dptima para la etapa de preconcentracion de CAP.
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Figura 51 Intensidades de corriente anddica (i,) obtenidas para tiempos de carga desde 3, 5, 10, 15 y 20 minutos en AdSV
para la determinacion indirecta de CAP. Condiciones experimentales: 0.05 mM de CAP, pH de carga 6,10% de MIP en
GCPE, velocidad de agitacion 60 rpm, sobrepotencial de cronoamperometria: -750.0mV.
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4.2.10.2 Optimizacidn de la velocidad de agitacién

Se optimizé la velocidad de agitacion en la etapa de carga, para evaluar la rapidez con la

gue llega en CAP a la superficie del electrodo desde un intervalo de 50 a 400 rpm.

En la Figura 52 se muestran las intensidades de corriente anddica obtenidas a distintas
velocidades de barrido. Observandose un maximo de intensidad de corriente anddica a 200
rpm. Posterior a esa velocidad se ve una disminucion de la intensidad de corriente anddica,
debido a la conveccidn tan fuerte que no permite la correcta interaccion entre el analito y el

MIP.
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Figura 52 Intensidades de corriente anddica (is) obtenidas para velocidades de agitacion desde 50, 100, 200, 300 y 400
rom en AdSV para la determinacion indirecta de CAP. Condiciones experimentales: 0.05 mM de CAP en buffer fosfatos pH
6, pH de carga 6, tiempo de carga 10 min,20% de MIP en GCPE.

4.2.10 Optimizacion de las técnicas electroquimicas sucesivas
4.2.10.1 Optimizacién de la cronoamperometria (Ventana catddica)

La optimizacién de la cronoamperometria se realizd probando distintos valores de
sobrepotenciales desde: -700, -730, -750, -780, -800 y -850 mV considerando el potencial de
reduccién obtenido para CAP (-650 mV).
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En la Figura 53 se muestran las intensidades de corriente anddica observadas a distintos
sobrepotenciales. Entre -700 mV y -780 mV se aprecia un incremento en la intensidad de
corriente anddica, porque al aplicar un potencial mas negativo se favorece la reduccion de
una mayor cantidad de CAP. Sin embargo, a partir de -800 mV se observa una disminucién
en la intensidad de corriente anddica, lo cual puede atribuirse a la posible transformacion de

otras especies electroactivas que interfieren con el proceso de reduccion del CAP.
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Figura 53 Intensidades de corriente anddica (is) obtenidas a distintos valores de sobrepotenciales en cronoamperometria
desde -700, -730, -750, -780, -800 y -850 mV empleando AdSV para la determinacion de CAP. Condiciones experimentales:
0.05 mM de CAP en buffer fosfatos pH 6, pH de carga 6, velocidad de agitacion 200 rpom tiempo de carga 10 min,20% de
MIP en GCPE.

4.2.10.2 Optimizacién de la Voltamperometria diferencial de pulsos (Ventana anddica)
La optimizacién de DPV se Ilevd a cabo considerando cuatro variables de entrada para la
técnica que son: paso de potencial, amplitud de potencial, ancho de pulso y duracion de

pulso. Estas variables influyen directamente en la forma en que se aplica el pulso y, por ende,

en la respuesta electroquimica del sistema.
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Para este propdsito, se empled un disefio de experimentos tipo Taguchi L9 (3%) como
herramienta exploratoria, con el fin de evaluar el efecto de las cuatro variables sobre la sefial

de respuesta.

En la Tabla 21 se muestra la matriz decodificada correspondiente al disefio Taguchi L9,
considerando la intensidad de corriente anddica como variable de salida para cada
experimento. Cada experimento se realizé por triplicado obteniendo para los 9 experimentos

valores de % RSD menores al 10.00 %.

Tabla 21 Matriz decodificado para el disefio Taguchi L9 (33) en la optimizacién de DPV

No. Amplitud Ancho Paso Periodo i (HA) % RSD
Experimento  (mV) (mS) (mV) (mS)

1 50.0 5.00 2.00 100 12.57 3.22
2 50.0 10.0 6.00 175 24.43 5.00
3 50.0 15.0 10.0 250 23.50 0.74
4 100 5.00 6.00 250 27.77 2.85
5 100 10.0 10.0 100 51.07 1.03
6 100 15.0 2.00 175 46.23 2.13
7 150 5.00 10.0 175 71.30 0.52
8 150 10.0 2.00 250 46.63 2.93
9 150 15.0 6.00 100 60.33 4.13

Empleando el software Minitab, se realizd el analisis de varianza (ANOVA) del conjunto de
datos (Tabla 22), obteniendo un coeficiente de correlacion (r) y determinacion (r?) de 98.72
% vy 98.15 % respectivamente, lo que indica un excelente ajuste del modelo a los datos

experimentales.

Tabla 22 Andlisis de Varianza para el disefio Taguchi L9 (33)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Amplitud 2.0 6956.0 3478.01 535.10 2.06x10°1°
Ancho 2.0 171.0 85.50 13.15 2.98x10*
Paso 2.0 932.1 466.06 71.70 2.21x10°
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Periodo 2.0 981.8 490.89 75.52 1.33x10°
Error 18 117.0 6.50
Total 26 9157.9

Asimismo, se evaluaron los graficos de efectos principales (Figura 54) para las cuatro
variables, los cuales mostraron que la amplitud de potencial es el factor con mayor
contribucion sobre la variable de respuesta, con una contribucion del 75.90%. En menor
proporcién el periodo presentd una contribucion del 10.71%, seguido del paso de potencial

con 10.17% y por ultimo el ancho de pulso con un 1.81%.

Amplitud (mV) Ancho (mS) Paso (mV) Periodo (mS)

70.00
60.00
50.00

40.00 ././.

30.00

Media de medias (UA)

20.00

10.00

0.00 4—/—/4m _— _— —_—
50 100 150 5.00 10.00 15.00 2.00 6.00 10.00 100 175 250

Figura 54 Grdfico de efectos principales para las variables: amplitud, ancho, paso y periodo.

Estos resultados demuestran que la amplitud de pulso es la variable mas critica en la
optimizacién de la técnica electroquimica. Esto se debo a que la amplitud controla la altura
del pulso (en mV); a mayor amplitud, mayor sera el AE entre los dos niveles de potencial, lo
gue conlleva a tener mayor energia para favorecer la oxidacion de la especie electroactiva
sobre la superficie del electrodo, generando una mayor corriente y sensibilidad en la

metodologia.
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Finalmente, el conjunto de datos arrojoé una composicion dptima de 150 mV de amplitud

de potencial, 15.0 ms de ancho de pulso, 10.0 mV de paso de potencial y 175 ms de periodo,

con una respuesta predicha por el modelo de 77.44 pA. Esta respuesta se compard con la

respuesta experimental de 75.34 YA (Sx = 1.23, n = 3) mediante una prueba t de Student

(Ecuacion 9). Para un nivel de confianza del 95 %, se obtuvo un valor de texp=2.96, inferior al

valor critico (terit=4.30). Por lo tanto, no existen diferencias significativas entre la respuesta

predicha por el modelo y la respuesta experimental.

4.2.11 Curva de calibracion y obtencion de pardmetros analiticos

Una vez optimizada la metodologia para la determinacion de CAP, se evalud la relacion

entre la sefial de respuesta y concentraciones crecientes de estandares de CAP. La curva de

calibracién obtenida se muestra en la Figura 55, donde se observan dos intervalos lineales:

el primero a bajas concentraciones y el segundo a concentraciones mas altas.
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Figura 55 Curva de calibracion empleando diferentes estdndares de CAP empleando la metodologia propuesta en la determinacidn indirecta de CAP.
Condiciones experimentales: pH de redisolucion 6, pH de carga 6, velocidad de agitacidn 200 rpm, tiempo de carga 10 min,20% de MIP en GCPE,
sobrepotencial en cronoamperometria -780 mV.
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Los parametros analiticos como LOD, LOQ vy sensibilidad para cada intervalo lineal se

resumen en la Tabla 23.

Tabla 23 Pardmetros analiticos para el primer y sequndo intervalo lineal.

Primera tendencia lineal

Coeficiente de determinacién (R?) 0.99

Sensibilidad 6124.20 + 178.10 pA mM™?
Intervalo lineal (ug L) 219.90-969.31

LOD (ug L) 72.57

LOQ (pg L?) 219.90

Segunda tendencia lineal

Coeficiente de determinacién (r?) 0.98

Sensibilidad 856.35 + 62.84 pA mM!
Rango lineal (mg L) 19.44-32.31

LOQ (mg L) 19.44

De acuerdo con los parametros analiticos del primer intervalo lineal, se lograron alcanzar
limites de deteccion y cuantificacién a nivel traza, permitiendo la determinacion confiable de
CAP en cuerpos de agua. Esto resulta especialmente relevante, ya que se han reportado

concentraciones de CAP en un rango de 11 a 400 ug L en lagos v rios.

4.2.12 Pruebas de reproducibilidad y repetibilidad

Empleando la metodologia propuesta, se evalud la reproducibilidad en la sintesis del
material polimérico mediante la preparacion de tres MIP dptimos de manera independiente
y el cdlculo del porcentaje de desviacidn estandar relativa (%RSD), el cual resulté menor al
10.00%, con un valor de 8.40%. Posteriormente, se evalud la repetibilidad de un GCPE
modificado con MIP mediante tres mediciones consecutivas utilizando el mismo sensor,
obteniéndose un %RSD de 4.34%. Estos resultados demuestran que tanto la sintesis del
material como la preparacién de los electrodos GCPE-MIP presentan una buena precision y

reproducibilidad.
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4.2.13 Andlisis de muestras reales y efecto matriz

La metodologia previamente establecida y optimizada se empled para la cuantificacion de
CAP en muestras reales. Se analizaron cinco muestras provenientes de distintos cuerpos de
agua; pozo, lago, manantial, rio y presa. Previo al analisis las muestras fueron dopadas y

sometidas a un pretratamiento siguiendo los pasos descritos en la metodologia.

Asimismo, para cada muestra se construyd una curva de adicién estandar con el fin de
comparar la sensibilidad analitica frente a la curva de calibracién directa (6124.20 + 178.09

LA mM1) y evaluar el efecto matriz en cada caso. Los resultados se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24 Sensibilidad y porcentajes de recuperacidon obtenidas para las muestras reales.

Cuerpo de Sensibilidad Valordet éExiste efecto Porcentaje de
agua (WA mM1) (terit=2.47) matriz? recuperacion (%)
Pozo 6068.60 0.27 No 100. 72

Lago 6397.10 1.19 No 97.20

Manantial 4268.20 12.61 Si, efecto negativo 98.25

Rio 6746.60 3.73 Si, efecto positivo 101.72

Presa 6180.90 0.29 No 102.34

*Los porcentajes de recuperacion para las muestras de manantial y rio fueron calculados empleando curvas de adicion
patrén esto con el fin de eliminar el efecto matriz.

De acuerdo con los resultados obtenidos, dos de las cinco muestras analizadas
presentaron efecto matriz. En la muestra de agua de manantial se observé una disminucion
en la sensibilidad analitica, lo que podria atribuirse a la presencia de materia organica, sélidos
suspendidos o contaminantes de origen fecal. Estos componentes pueden adsorberse sobre
la superficie del electrodo y bloguear parcial o totalmente los sitios activos de
reconocimiento del MIP, reduciendo la eficiencia de la etapa de preconcentracion del CAP y,

en consecuencia, la respuesta electroquimica.

Por el contrario, en la segunda muestra que presentd efecto matriz se observd un
incremento en la sensibilidad analitica. Este comportamiento podria estar relacionado con la

presencia de especies electroactivas o compuestos presentes en el agua que favorecen la
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transferencia electrénica o generan un efecto sinérgico durante el proceso de deteccidn,

incrementando la sefial analitica del CAP.

A pesar de la presencia de efecto matriz en estas dos muestras, la determinacion de CAP
fue posible mediante el método de adicién patrén, el cual permitié compensar las
variaciones en la respuesta analitica y obtener resultados confiables. En contraste, las
muestras de agua de pozo, lago y presa no mostraron efecto matriz significativo, lo que indica
que la composicidon de estas matrices no afectd la respuesta del sensor electroquimico. Estos
resultados demuestran la adecuada selectividad, exactitud y confiabilidad del sensor
desarrollado para la determinacion de CAP en diferentes cuerpos de agua, evidenciando
ademas su potencial para aplicaciones en muestras ambientales con caracteristicas

fisicoquimicas diversas.
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4.3 Conclusiones

En este trabajo se desarrollé una metodologia electroquimica para la determinacién
indirecta de CAP mediante un electrodo de pasta de carbon vitreo modificado con un
polimero impreso molecularmente (GCPE/MIP). La estrategia basada en técnicas
electroquimicas sucesivas permitioé la deteccién del analito sin requerir atmosferas inertes,
simplificando el procedimiento experimental y favoreciendo su aplicacion practica. La
modificacion del electrodo con el MIP incrementé la respuesta electroquimica hacia el CAP,
proporcionando limites de deteccidon y cuantificacion de 72.57 y 219.90 pug L%,
respectivamente. Asimismo, la sintesis del MIP y la preparacién del sensor presentaron una
adecuada reproducibilidad y repetibilidad, con valores de RSD inferiores al 10.00 %,

evidenciando la robustez del método desarrollado.

La aplicacién de la metodologia en muestras reales de diferentes cuerpos de agua
confirmd su viabilidad analitica. Aunque dos de las cinco muestras evaluadas presentaron
efecto matriz, la cuantificacién de CAP fue posible mediante el método de adicién patron,
compensando las variaciones en la respuesta electroquimica. En las muestras restantes no
se observaron efectos de matriz significativos, lo que demuestra la selectividad vy
confiabilidad del sensor en diferentes matrices ambientales. Ademas, los porcentajes de
recuperacion obtenidos, comprendidos entre el 98.00 % y el 102.00 %, corroboran la
exactitud del método. En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que el sensor
electroquimico basado en MIP constituye una alternativa sensible, selectiva, reproducible y
de bajo costo para la determinacién de CAP en muestras ambientales, con potencial para su

aplicacién en programas de monitoreo y control de contaminantes emergentes.
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5. Anexos

5.1 Voltamperometria

Entre las técnicas electroanaliticas mas utilizadas se encuentra la voltamperometria, la
cual se basa en la medicidn de una corriente eléctrica en funcidon a un potencial aplicado
sobre un electrodo de trabajo sumergido en una solucion electrolitica que contiene una
especie electroactiva (Huang et al., 2021). El flujo de corriente eléctrica se debe a reacciones
de oxidacién-reduccién que se producen en la interfase entre el electrodo de trabajo y la

disolucion de electrolito (Huang et al., 2021).

En la voltamperometria, se impone una sefial de excitacién de potencial variable a un
electrodo de trabajo de una celda electroquimica. Esta sefial de excitacion produce una

respuesta de corriente caracteristica para cada tipo de voltamperometria (Figura 1A).

Voltamperometria de barrido lineal (LSV)

Voltamperometria ciclica (CV)

E(V) ’

P barrido lineal

t(s)

E (V)

A triangular

t(s)

Voltamperometria de onda cuadrada (SWV)

Voltamperometria diferencial de pulso (DPV)

pulso diferencial

E(V) ﬂﬁ_l_ onda cuadrada [em

t(s)

t(s)

Figura 1A Sefiales de excitacidn de voltaje contra tiempo utilizadas en voltamperometria.

La intensidad de corriente registrada durante el analisis electroquimico de acuerdo con
las sefiales de excitacion es representada en un diagrama de corriente-voltaje denominado

voltamperograma (Figura 2A), en donde se designa al potencial de voltaje (E) en el eje de las
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abscisas (x) y a la intensidad de corriente (i) en el eje de las ordenadas (y). La forma y
magnitud de esta respuesta proporcionan informacion sobre los procesos de transferencia
de carga que ocurren en la superficie del electrodo y permiten la identificacién y

cuantificacion de las especies electroactivas (Yamada et al., 2022).

La corriente registrada en un voltamperograma esta constituida por dos contribuciones
principales: la corriente faradaica y la corriente no faradaica o capacitiva. La corriente
faradaica se origina por la transferencia de electrones asociada a las reacciones de oxidacién
(pico anddico) o reduccién (pico catddico) de la especie electroactiva y constituye la sefial
analitica de interés. En contraste, la corriente no faradaica se debe a la carga y descarga de
la doble capa eléctrica formada en la interfaz electrodo-disolucion, sin que ocurra una
reaccion electroquimica. Esta ultima se considera una corriente de fondo o residual que
puede disminuir la relacion sefial/ruido y afectar la sensibilidad de la determinacién (Francis

et al., 2022).

A )
— Corriente total Pico anédico (oxidacion )

— Corriente faradaica (l;)

—Corriente no faradaicao

capacitiva(l,)

Corriente faradaica (1)

Red ——= Ox

e

Corriente no faradaica (l.)

b

OOOOO®

electrodo '~ solucién

Pico catddico (reduccion )

\ 4

i (A)
Figura 2A Tipos de corriente dentro de un voltamperograma.

La magnitud de ambas contribuciones depende, entre otros factores, de la forma en que

se aplica el potencial al sistema electroquimico. Por ello, se han desarrollado diferentes
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técnicas voltamperométricas que emplean distintos perfiles de excitacién con el propdsito
de minimizar la corriente capacitiva y maximizar la contribucién faradaica, mejorando asi la
sensibilidad, la resolucion y los limites de deteccién del método analitico (Molina y Gonzalez,

2016).

5.2 Voltamperometrias de pulsos

Las voltamperometrias de pulsos, también denominadas voltamperometria normal de
pulso (NPV), de pulso diferencial (DPV) o de onda cuadrada (SWV), son técnicas
electroquimicas derivadas de la voltamperometria convencional que, en lugar de emplear un
barrido lineal continuo del potencial, aplican una secuencia de pulsos de potencial. La
aplicacién de estos pulsos permite disminuir la contribucion de la corriente no faradaica o
capacitiva y maximizar la corriente faradaica, incrementando asi la sensibilidad de la
metodologia permitiendo detectar concentraciones traza de iones metalicos pesados o

moléculas organicas (Molina y Gonzalez, 2016).

La eleccion de la técnica voltamperométrica depende del objetivo del estudio y de las
caracteristicas del analito. Para la determinacion de moléculas organicas a bajas

concentraciones, se emplean preferentemente SWV y DPV (Pelzer et al., 1989).

5.3 Voltamperometria diferencial de pulsos (DPV)

La DPV consiste en una perturbacién mediante la imposicion de un potencial al cual se
impone un pulso de potencial por un intervalo de tiempo, una vez que pasa el tiempo del
pulso, el potencial no regresa al potencial inicial este incrementa en forma de escalén y esta
accion se realiza hasta alcanzar un potencial final y como respuesta a la perturbacion

obtenemos un pico con un perfil similar al de una curvagaussiana (Venton y DiScenza, 2020).

En la Figura 3A se muestra la sefial de excitacion empleada en la DPV, asi como los
principales parametros de la perturbacién, entre los que se encuentran la amplitud, el ancho
de pulso, el paso y el periodo. La adecuada modificacién y optimizacion de estos parametros

permite maximizar la sensibilidad de la metodologia, favoreciendo la obtencion de un
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voltamperograma con una sefial electroquimica mas intensa, definida y con una mejor

relacion sefial/ruido (Crespi, 2020).

—

" Ancho/ms

Amplitud / mV

E(V)

| —
E (V)

t(s)

Figura 3A Sefial de excitacion para DPV y sus principales componentes (izquierda),; voltamperograma de una DPV
(derecha).

5.4 Celda electroquimica

En voltamperometria se emplea una celda electroquimica constituida por tres electrodos
(Figura 4A) que se sumergen en una disolucion que contiene al analitoy también un exceso de
un electrolito no reactivo conocido como electrolito soporte, que sirve para dar
conductividad eléctrica al sistema y desde donde se lleva a cabo el transporte de materia

hacia la superficie del electrodo de trabajo para que se lleve a cabo la reaccion de

transferencia de electrones. Los electrodos que se usan para construir la celda

electroquimica son (Bard et al., 2022):

a) Electrodo de referencia (RE): tiene como funcion dar una medida de potencial

constante, fiable y conocida que sirva de referencia para medir la diferencia de potencial

entre este y el electrodo de trabajo. El electrodo de referencia de Ag/AgCl saturado con KCl

es el mas utilizado en voltamperometria (Selva et al., 2023).

b) Electrodo auxiliar (CE): también llamado contraelectrodo, tiene la funcion de
permitir el paso de la corriente generada en el electrodo de trabajo, posibilitando cerrar el
circuito eléctrico y asi evitar oscilaciones en el electrodo de trabajo producidas por los
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efectos de los fendmenos redox inducidos en su interfase. El electrodo auxiliar debe ser
inerte en las condiciones de trabajo requeridas (potenciales, pH y solutos de la celda). Entre
los mas utilizado se encuentran el platino y la barra de grafito (Selva et al., 2023) .

C) Electrodo de trabajo (WE): es aquel cuyo potencial frente a un electrodo de
referencia es variado con el tiempo (en voltamperometria). El electrodo de trabajo es el
electrodo en el que se oxida o reduce el analito de interés. La mayoria de los electrodos de
trabajo consisten en metales inertes, como oro, plata, platino o carbdn inerte como carbon
vitreo o electrodos de pasta de carbono (CPE), este ultimo siendo uno de los mas utilizados
debido a sus ventajas como; bajo costo, facilidad de preparacion, modificacion y renovacion

(Valerio et al., 2025).

'}
1
y.

Y 4
L

‘ ) ’ Electrodo de

Electrodo auxiliar < / trabajo (WE)
(CE) l l

/‘_ ‘

/ Electrolito soporte
Electrodo de L_J

referencia (RE)

Figura 4A Esquema tipico de una celda electroquimica utilizada en voltamperometria.

5.5 Sensores electroquimicos

En general, un sensor es un electrodo de trabajo que responde a un estimulo externoy lo
convierte en una sefal util, que se puede medir utilizando un transductor adecuado. Un
sensor electroguimico es un dispositivo quimico que responde a cambios especificos en el
potencial o en la corriente eléctrica como consecuencia de la presencia de una especie

guimica que interactla con él (Bard et al., 2022).

El sensor electroquimico estd formado por un receptor y un transductor (Figura 6), capaz
de transformar informacién sobre las sustancias quimicas en sefiales eléctricas medibles y
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analiticamente Utiles. El receptor interacciona con el analito produciendo o desencadenando
en el mismo una serie de cambios quimicos que inducen en el transductor la generacién de
sefiales eléctricas. Estas sefales son transmitidas hasta un instrumento de medida vy
generalmente procesadas informaticamente, pudiendo inferir de ellas mediante diferentes
técnicas la informacioén requerida de la sustancia analizada (Lock y Tang, 1988; Valerio et al.,

2025).

Sistema de reconocimiento

Sefial
electrogquimica

* =analito

Figura 5A Representacion grdfica de los elementos de un sensor electroquimico.
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