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RESUMEN: En este trabajo se disefié un sensor amperomeétrico para la deteccion altamente selectiva de L-triptéfano, por
medio de la tecnologia de impresion molecular sobre polimeros conductores (MIP). El sensor consiste en un electrodo de
oro modificado con una pelicula de polipirrol sobreoxidado sobre la cual se generaron impresiones moleculares de L-
triptéfano, (Au/oPPy,PSS,Trp). El sensor presentd respuestas electroquimicas diferentes para el electrodo sin modificar
(Au), para el electrodo modificado sin impresion molecular (Au/oPPy,PSS) y para el electrodo modificado con las
impresiones moleculares (Au/oPPy,PSS,Trp). Estos resultados demuestran el papel fundamental que desempeiia el
proceso de impresion molecular en el aumento de la capacidad de reconocimiento especifico del sensor, ademas de un
efecto electrocatalitico. El proceso de optimizar las condiciones electrosintéticas se realizo por voltamperometria ciclica y
para estudiar atributos analiticos se utilizé voltametria de pulso diferencial. Finalmente con las mejores condiciones
encontradas se sintetizo un sensor que da una respuesta lineal entre 1,0 mM y 35,0 mM que ofrece un limite de deteccién
de 0,33 mM, y variabilidades menores a 4,4 % .

Palabras clave: Sensor amperométrico, polimeros conductores, polimeros impresos molecularmente, L-Triptdfano,
Voltametria de pulso diferencial (VDP), Voltametria Ciclica (VC).

ABSTRACT: In this paper an amperometric sensor for highly selective detection of L-tryptophan was designed, through
molecular imprinting technology on conductive polymers (MIP). The sensor consists of a modified gold electrode with
overoxidize polypyrrole film on which molecular prints to the L-tryptophan were generated, (Au/oPPy,PSS,Trp). The
sensor presented different responses electrochemical for unmodified electrode (Au), for the modified electrode without
molecular imprinting (Au/oPPy,PSS) and for the modified electrode with molecular impressions (Au/oPPy-Trp). These
results demonstrate the fundamental role of molecular imprinting process in increasing the capacity of specific
recognition of the sensor, plus an electrocatalytic effect. The process of optimizing electrosynthesis conditions was
performed by cyclic voltammetry and to study analytical attributes was used differential pulse voltammetry. Finally, was
synthetized a sensor using the best conditions that gives a linear response between 1.0 mM and 35.0 mM, offering a

detection limit of 0.33 mM and smaller variabilities 4.4%.

Keywords: Electrochemical sensor, Conductive polymers, Molecularly imprinted polymers, Tryptophan, Differential
Pulse Voltammetry (DPV), Cyclical Voltammetry (CV)

Los polimeros con impresion molecular (MIPs) son

1. INTRODUCCION polimeros altamente entrecruzados con propiedades de
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reconocimiento molecular selectivo hacia los compuestos
para los cuales fueron generados'. El concepto MIPs, que
ha sido estudiado desde la década de 1990° encuentra
aplicaciones en procesos cromatograficos de separacion
incluyendo separaciones quirales® y extraccion en fase
solida*. Estos polimeros impresos son ttiles como medios
de soporte en sintesis y en catdlisis heterogenea’, en la
liberacién controlada de productos farmacéuticos’ y en el
reconocimiento de proteinas y otras macromoléculas 7. Y
finalmente, son una plataforma para el desarrollo de
sensores”®. Para la construccién de sensores, los métodos
diversos e

para fabricar MIPs son incluyen

electropolimerizacion™, auto-ensamblaje molecular
(SAMs)", técnicas de litografia superficial”® e injertos
quimicos®. Los métodos electroquimicos de sintesis son
particularmente atractivos porque es posible controlar las
dimensiones de los polimeros producidos y porque estos
métodos son compatibles con tecnologias de fabricacién

de circuitos integrados™.

Polimeros orgdnicos con una conjugacion extendida, por
ejemplo, polipirrol (PPy) y polianilina (PANI) son
materiales conocidos por su habilidad de transportar
iones y electrones. PPy es un polimero conductor modelo
para la producciéon de MIPs, debido a la facilidad y bajo
costo de produccion y biocompatibilidad. Es util para la
inmovilizacion y deteccion de compuestos con actividad
bioldgica®. Los polimeros conductores pueden pasar de
un estado aislante (via reduccién, conductividad tipica
<10” S/cm) a un estado conductor electrénico (via
oxidacion, conductividad tipica entre 10' y 10* S/cm) en
forma reversible, mediante control electroquimico.
Pueden ser transportadores anionicos o catidnicos
dependiendo de las condiciones de sintesis. Pueden pasar
del estado oxidado (conductor) a un estado sobre-
oxidado, en el cual el material se convierte en un aislante
electronico. La sobreoxidacion de PPy envuelve la
introduccion de grupos hidroxilo y carbonilo en los
monoémeros'®, rompiendo la conjugacién, lo que
disminuye la conductividad electrénica varios drdenes de
magnitud pero conservando la capacidad de transporte

ionico.

Los sensores electroquimicos con el concepto de
impresion molecular son ahora de gran interés como
alternativa para la detecciéon de moléculas de interés
biolégico” que son detectadas en su mayoria por
biosensores (sensor donde el elemento de reconocimiento
es un material bilégico, enzima, ADN, ARN, anticuerpo,

etc)®. La aceptacion de la plataforma analitica MIPs se
debe a su relativa insensibilidad a cambios de pH,
temperatura, y humedad. Adicionalmente, las
metodologias de preparacion son sencillas y pueden ser
automatizadas para generacidbn en masa de estos
dispositivos®, ademdas de la posibilidad de preparar
multisensores compatibles con la tecnologia de micro-
fluidos y lab on a chip, ttiles para la implementacién en
medicina del concepto de diagndstico en el punto de

atencion (point of care diagnostics).

Una demanda creciente en ciencias clinicas es el andlisis
rapido, selectivo de aminodcidos. Estas moléculas son las
unidades estructurales que forman las proteinas; asumen
importantes papeles en la funciéon neurotransmisora. La
deteccion y cuantificacion de aminoacidos (libres y en
cadenas peptidicas) es de gran importancia en medicina,
la industria farmacéutica, de alimentos y de abonos™.

El triptofano (Trp) es uno de los aminodacidos esenciales
en la nutricion humana y de mayor interés en los analisis
clinicos. Debido a que promueve la liberacion del
neurotransmisor serotonina (5-hidroxitriptamina)
precursor de la hormona melatonina, vital para regular el
ciclo diario de suefio-vigilia*. Trp es usado para el
tratamiento de la ansiedad y la depresiéon. Uno de los
tratamientos mas conocidos corresponde a los problemas
de obesidad donde el componente ansioso es muy

importante (por ejemplo en bulimias)®.

Este articulo presenta el disefio y construccion de un
sensor electroquimico bajo el concepto de impresion
molecular, el cual presentd eneatioselectividad al ser
evaluado frente a las dos especies de aminodcido,
demostrd efecto

adicionalmente el sensor

electrocatalitico para la oxidacion de L-Trp.
2. EXPERIMENTACION

2.1. Materiales

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico: L-
Trp (Alfa Aesar)[73-22-3], D-Trp (Sigma) [14C-1350], poli-
sulfonato de estireno, sal de sodio (PSS) MW 7o0.000
daltons (Aldrich) [25704-18-1], pirrol (Py: Alfa Aesar)[109-
97-7]. H,SO, (98.0 %, Mallinckrodt AR®), NaOH 99.8%
(Macron) [7708-12], KCI 3.0 M (Mol LABS LTDA),
solucion reguladoras pH 4,0; pH 7,0; pH 10,0 (Panreac),
Na,HPO, (Fisher Scientific) [7558-79-4], NaH,PO,

(Merck) [10049-21-5]. Todas las soluciones se prepararon
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con agua desionizada obtenida de un purificador
Millipore-MilliQ con una resistividad de 18 MQ*cm.

2.2. Instrumentos

Los experimentos de voltamperometria ciclica (VC) y de
pulso diferencial (VDP) se registraron en una estacion
electroquimica CHI 760B (CH Instruments, Inc., USA)
utilizando una caja de Faraday (CH Instruments, Inc.
USA). Las medidas electroquimicas se realizaron en una
celda convencional de tres electrodos en la que se utilizé
como electrodo de trabajo un disco de oro (@ =1.6 mm)
(MF-2014 de Bioanalytical Systems), una ldmina de
platino de 1.2 cm® como electrodo auxiliar y un electrodo
de Ag/AgCl (Sat. KCl 3.0 M) como electrodo de referencia.
Todas las medidas electroquimicas se llevaron a cabo
purgando las soluciones con nitrégeno de alta pureza y
bajo las condiciones ambientales de la ciudad de Santiago
de Cali (Temperatura entre 296 k y 300 k y presion
atmosférica entre 100.90 y 100.98 kPa).

2.3. Preparacion del sensor amperométrico

2.3.1 Limpieza de la superficie electrodica

Para electrosintetizar el sensor primero se eliminaron las
impurezas de la superficie metdlica (oro) realizando un
pulido mecanico con un kit de pulido CHIi20, el cual
contenfa alimina de 1.0 pm y 3.0 pm de didmetro y
almohadilla de Nylon de 73 mm. Inicialmente se utilizo la
alimina de mayor didmetro y posteriormente la de
menor, luego se lavd con agua destilada. Para retirar los
residuos de alamina de la superficie, el electrodo se
sometid a vibracion ultrasonica a temperatura ambiente
por 20 minutos. Después, se somete a limpieza
electroquimica en solucion acuosa de 4cido sulfurico o.01
M, barriendo el potencial de celda desde -1.8 V hasta 1.6 V
vs Ag/AgCl a 50 mV/s durante 4o ciclos hasta observar
voltamogramas reproducibles

2.3.2 Determinacion del area efectiva del electrodo

Este experimento consistia en realizar voltametria ciclica
a una solucién de ferrocianuro 6.0 mM en KNO, o1 M
variando las velocidades de barrido (desde 20 hasta 150
mV s7). Con las sefiales obtenidas y algunos valores
obtenidos de la literatura como el coeficiente de difusion
para la especie en solucidon se calcula el drea real del

electrodo (seccion 3.1)

2.3.3 Electrosintesis del polimero conductor

Una vez se tenia limpia la superficie del electrodo, se llevo
a cabo la polimerizacion del mondémero en solucién
acuosa que contiene Pirrol (Py, 0.1 M), poli sulfonato de
estireno, sal de sodio (PSS, 0.50 g en 250.0 mL = 0.01 M de
unidades monoméricas) y L-Trp 4.0 mM. El pH de la
soluciéon fue regulado a 6.0 con regulador de fosfatos
(0.05 M).
potencial constante de 0.8 V vs Ag/AgCl por 60 s.**

El proceso electrosintético se realizdé a un

2.3.4 Sobreoxidacion del polimero - generacion de
cavidades moleculares

Posterior a la electrogeneracién de la pelicula de PPy / L-
Trp sobre la superficie del electrodo, se realiza un proceso
de sobreoxidacion quimica y electroquimica con dos
propositos; generar mayor estabilidad mecénica en la red
polimérica por medio de entrecruzamiento del polimero
sintetizado y forzar la salida de las moléculas plantilla de
L-Trp, de esta manera se generan las cavidades
complementarias en tamafo y forma a la molécula
objetivo (L-Trp)*.

Esta sobreoxidacion se realiza sumergiendo el electrodo
de trabajo modificado en una solucién de NaOH o.a M,
para luego ser sometido a un potencial constante de 1.0 V
vs Ag/AgCl durante 60 s. Se sintetizaron sensores de
control que consistian en realizar la sintesis
anteriormente mencionada, pero en ausencia de la
molécula plantilla los cuales fueron denominados N-

MIP>2¢,

Es sabido que la molécula de Trp se oxida en alkali aun a
temperatura ambiente, pero la finalidad de este proceso
es retirar la molécula de Trp de la plantilla, oxidandola; de
esta manera se generan las cavidades complementarias de

la molécula™.

2.3.5 Evaluacion de reconocimiento molecular y

enantioselectividad del sensor generado

Una vez realizado el proceso de sobreoxidacién, el MIP
electrogenerado es sumergido en una solucioén acuosa que
contiene PSS 0.5 g en 250 mL y L-trp 4,0 mM, el pH de la
solucion se regul6 a 6.0 con solucidn reguladora fosfatos y
se burbujeo nitréogeno dentro de la soluciéon por 10
minutos para minimizar el oxigeno disuelto en Ila
solucidn. Bajo condiciones de circuito abierto se sumergio
el electrodo por 20 min, esto con el fin de permitir la

difusion del aminodcido desde la solucion hasta las
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cavidades moleculares presentes en la matriz polimérica
(acoplamiento). Después de los 20 minutos, se cierra el
circuito y se realiza un barrido de potencial desde o,5V
hasta 1,2 V vs Ag/AgCl aplicando voltametria de pulso
diferencial. El estudio sobre la enantioselectividad del
MIP se realiza en similares condiciones, solo que se
reemplaza el aminodcido L-trp por D-trp.**. Este estudio
se realizo para diferentes concentraciones de molécula
plantilla (en el rango 5,0 mM a 350 mM). Con esta
informacién se calcularon las concentraciones limites del

sensor.

Limpieza
mecanica del

Electropalimerizacion
de monomeros de
electrodo de aro pirral

Sobreoxidacion
de la pelicula
de polipirral

Evaluacian de la
respuesta
glectroquimica del
sensor

Reconocimiento
malecular

Esquema 1: Diagrama de flujo de las etapas de la

metodologia utilizada para la preparacién y evaluacion del

sensor electroquimicozs.
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3,1 Determinacion del area electroactiva del

electrodo

Usando un sistema reversible de [Fe(CN)¢]* en KNO,,
donde es posible oxidar el complejo ferroso mediante un
barrido en sentido anddico y posteriormente reducir el
complejo férrico con un barrido de potencial en sentido
inverso, graficando la intensidad de corriente de los picos
anodicos en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad de
barrido y usando la ecuacién de Randles-Sevcik (ecuacion

1), se calcul6 el drea electroactiva del electrodo de trabajo.
I, = (2,69x10%)n%2AC\VDV

Ec1

Donde Ip, es la corriente de pico anddico, n es el numero
de electrones transferidos, A es el drea del electrodo en
cm?® D es el coeficiente de difusion para la especie

[Fe(CN)g]* (6,22 x 10° Cm* s?, a 25°C), C es la
concentracion del ferrocianuro de potasio en moles cm?y
V es la velocidad de barrido en Vs™.

Se obtuvo un drea de 2.05 mm® contra 2.01 mm” de 4rea
geométrica. La diferencia se debe a la rugosidad del
electrodo™.

3,2 Evaluacion del comportamiento electroquimico
del aminoacido sobre el electrodo de oro sin
modificar y modificado

La Figura 1 muestra la respuesta electroquimica que se
genera en un electrodo de Au si modificar, electrodo
modificado sin plantilla molecular (Au/oPPy,PSS) vy
electrodo modificado con plantilla para el aminoacido
(Au/oPPy,PSS,L-Trp) en una soluciéon de L-Trp 4.0 mM,
pH 6.0 en buffer fosfatos. La velocidad de barrido para los

-1
andlisis es de 20.0 mV s ).
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Figura 1. Voltamogramas ciclicos sobre electrodo de Au,
Au/oPPy,PSS, Au/oPPy,PSS,L-Trp en solucién L-Trp 4.0 mM,

pH 6,0 en buffer fosfatos. Velocidad de barrido = 20.0 mVs .

En el voltamograma Au se observa un pico de oxidacion a
0,90 V, atribuido a la formacion de 5-O-3,5-DH-L-Trp, a
partir del aminodcido L-Trp sobre el metal®”. En el
voltamograma Au/oPPy,PSS no hay un pico de corriente
definido pero se observa una corriente generada hacia 1,0
V, lo cual puede ser explicado de dos maneras; como un
producto del PPy que no se sobreoxido en el paso anterior
o como la electroxidacion de las moléculas de L-Trp que
han llegado hasta la superficie del electrodo por medio de
orificios en el polimero, este proceso requiere de una
mayor cantidad de energia, lo cual genera un corrimiento
del potencial de oxidacion hacia valores mas positivos. El
L-Trp,
corriente definida hacia 0.75V. lo cual permite establecer
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el reconocimiento molecular de la especie L-Trp en el
polimero, adicionalmente se observa una corriente
capacitiva muy alta hacia valores mas positivos lo cual
puede tener dos explicaciones como se vio anteriormente.
Otros autores mostraron que la electro-oxidacién de Trp
ocurre a través de transferencia de 2 electrones y 2

protones (Esquema 2)*'.

C06 (306
Q\/ o
S \+ O, S\
\ A NHs NERCE
- +
N 2¢] 2H =~
N N
L-Triptéfano (L-Trp) 5-0-3,5DH-L-Triptéfano

Esquema 2: Estructura formada por la oxidacion electroquimica
de L-Trp*.

El efecto de la velocidad de barrido sobre el Ipa y el Epa
de la solucién de L-Trp 10.0 mM + PSS (0.010 M en
monomero) se examina en la Figura 2, donde se
determina que la velocidad de barrido tiene influencia
sobre los Epa; por tanto, se establece que el proceso de

electroxidacion es irreversible®.
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Figura 2. Voltametria de barrido lineal sobre electrodo de Au sin
modificar, para solucion L-Trp 10.0 mM + PSS (0.01 M en
monodmero), pH 6,0 en buffer fosfatos, Velocidades de barrido
de potencial; 10, 20, 40, 80 mV s™, vs Ag/AgCl.

En la figura 2 se observa que la velocidad de barrido
durante el andlisis tiene influencia sobre la altura de la
corriente y sobre el potencial de pico anddico, este efecto
se debe a que con el aumento de la corriente, existe un
incremento en el valor de la caida ohmica (IR) para el
circuito, produciendo un aumento en el valor del
potencial de oxidacion. Adicionalmente, la corriente total

que se registra en las medidas por voltametria ciclica

viene dada por las contribuciones faradicas y de la carga
que se desarrolla en la doble capa.

3,3 Efecto del pH de sintesis sobre la respuesta del

sensor

En el primer paso de polimerizacion, el pirrol se oxida
para formar un cation radical que se puede unir, ya sea a
otro cation radical para generar un dimero de carga 2+ o a
una molécula de pirrol para formar un dimero cation
radical®. Independiente del mecanismo, dado que la
oxidacion del monomero viene acompafiada por
liberacién de protones, la acidez del medio influye en la
velocidad de polimerizacion y es sabido que modula el
comportamiento de los sensores basados en PPy. A su
vez, Trp tiene dos pKa (pka1 = 2.38 y pka2 = 9.39) y tres
especies, como parece en la imagen 23*.

COOH ) )
N /COO /COO
(¥ C G,
N \ltl " N \+ N \
\ H 3 > N\ s \ A NH:
N N N
H H H
pH: 2,38 pH: 5,89  Punto isoeléctrico pH: 9,39
Carga neta: +1 Zwiterion: especie Carga neta: -1
electronicamente neutra

Esquema 3: Estructuras del aminoacido L-Trp
relacionadas con el pH de la solucion a 25 °C 34,

Polimerizacion en el rango de pH ente 4 y 8, ocurre en un
medio en el que la especie predominante de Trp es un

zwitterion.

60,0 |
50,0 |
40,0 |
30,0 |

20,0

Corriente (nA)

10,0

L —_—

o’o 1 1 1 n N
2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

pH

Figura 3. Respuesta electroquimica de electrodos de (a) Au, (b)
Au/oPPy, PSSy (c) Au/oPPy, PSS, L-Trp) en soluciones de L- Trp
10,0 mM en PSS 0.01 M (20 mV/s) , pH 6,0 en buffer fosfatos. En

funcion del pH de la solucion de electrosintesis de PPy.

La Figura 3 muestra que la respuesta voltamétrica del
sensor aumenta drasticamente cuando la polimerizaciéon
se hace a pHs cercanos al punto isoeléctrico de Trp,
sugiriendo que la forma zwitterién del aminoacido
favorece la formacion de plantillas moleculares. Sin

embargo, esto no explica por qué la respuesta del sensor
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preparado a pH 5y 7 es tan baja. Aun para la sintesis del
polimero a pH 8, el 96% de las moléculas de Trp estardn

en forma de zwitterion y aprox el 4 % en forma de anion.

3,4 Respuesta electroquimica del sensor en funciéon
del tiempo de polimerizacion

Estudios en los afios 80's mostraron que, durante la
polimerizacién de Py sobre electrodos de drea no mayor
que 1 cm’, para peliculas delgadas de hasta cerca de 1 um
de espesor, el espesor de la pelicula polimérica es
proporcional al tiempo de polimerizacion, siempre y
cuando el potencial usado para la polimerizacion no
supere 0.8 V vs Ag/AgCl. Al aumentar el espesor, la
conductividad electrénica de PPy disminuye y la
eficiencia de la pelicula polimérica empieza a disminuir
debido a caidas de potencial en el material®. La figura 4
muestra las corrientes de pico anodico de sensores de
Au/oPPy-L-Trp en funcion del tiempo de polimerizacion
a un potencial constante de 0,8 V.

4,00
3,50
3,00
212,50
22,00
21,50
81,00
0,50
0,00

0,0 50,0 100,0 150,0

Tiempo ( s)

Figura 4. Respuesta electroquimica de un electrodo de Au en
una solucion de, PSS (0.01 M en monomero), 4,0 mM L-Trp, pH
6,0 en buffer fosfatos, (20 mV/s). En funcién del tiempo de
polimerizacién con potencial constante de 0,8 V vs Ag/AgCl en
el intervalo entre 10 y 150 s.

La respuesta de los sensores de oPPy-Trp preparados por
electro-sintesis a potencial constante en el rango
aproximado entre o y 60 s de polimerizacion, aumenta en
forma cuasi lineal con el tiempo de polimerizacién. Uno
puede estimar el espesor de las peliculas por medio de la

ecuacion 2.

CM

E =
spesor = =

Ec2

Donde C es la carga de polimerizaciéon (en C), M es la

masa molar de monomero (g/mol), F es la constante de

Faraday (96500 C/mol €), n es el numero de electrones
involucrados en la formacion y oxidaciéon del polimero
(2.25 e/mondmero), d es densidad de PPy oxidado (1.2
g/cm’) y A es el drea del electrodo (2.05 x 10°cm?).

Para la pelicula preparada en 60 s, la carga de
polimerizacion es 2,479 x 10* C y el espesor estimado
mediante la ecuacidén 2 es 3,0 pm. otros estudios han
mostrado que este estimado tiene una incertidumbre
asociado de aproximadamente + 20%. Un mejor estimado
del espesor de las peliculas puede hacerse mediante
profilometria.

3,5 Reconocimiento molecular del sensor

La actividad del sensor electroquimico de Au/(oPPy, L-
Trp) fue
modificados en una solucién acuosa de L-triptofano 4.0

evaluada sumergiendo los electrodos
mM, a pH 6,0 regulado con buffer fosfato, por 20 min .

Este proceso se realizO para garantizar un
enriquecimiento del analito en el sensor. Pasado este
tiempo, el sensor fue sometido a un barrido de potencial
entre 0.7 y 1,2 V vs Ag/AgCl, utilizando voltametria de
pulso diferencial como técnica de evaluacion. Las
respuestas electroquimicas obtenidas aparecen en las

Figura 5.
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Figura 5. VDP para a) Au b) Au/oPPy, PSS y c) Au/oPPy-L-Trp,
PSS en solucion de 3,5 mM L-Trp en 0,05 M PBS
(pH=6.0). Amplitud de pulso 0,05 V, ancho de pulso
0,05 s, incremento de potencial 0,004 V.

En la figura anterior se observa las corrientes de pico
anodico que se obtienen con cada sensor. La respuesta
electroquimica del sensor modificado impreso
molecularmente (linea azul en la figura 5) demuestra una
marcada preferencia del sensor hacia el L-aminoacido en
comparacion con el electrodo de oro y el sensor

modificado con polipirrol sobreoxidado pero que no tiene
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impresiones moleculares (Au/(oPPy)), ya que las
corrientes para los MIPs son 1,8 veces mayores que en las
plantillas sin impresiones y 2,5 veces mayor en
comparacion con el electrodo de oro. Otro aspecto
importante es el considerable aumento de la corriente de
oxidacién y el corrimiento del pico anddico a menores
potenciales, estos comportamientos claramente ilustran el
fenomeno electrocatalitico de la superficie de los
electrodos modificados con oPPy que tienen las cavidades
moleculares de los aminoacidos, es decir; que la pelicula
formada con la plantilla realmente sirve de mediador de
la reaccion de oxidacion. En otras palabras, la pelicula con
impresion molecular disminuye la energia de activacién

de la reaccion de oxidacion de Trp.

3,6 Evaluacion de la respuesta del sensor para

diferentes concentraciones de L-Trp

En la figura 6 se muestra la respuesta electroquimica para
diferentes concentraciones de L-Trp en el sensor
(Au/oPPy-L-Trp). El
concentracidon del aminodcido da lugar a un aumento de

modificado aumento de la

corriente.

Para ello se estudia la relacion lineal entre la
concentracion del aminoacido y la corriente, con la
siguiente expresion de la ecuacion de regresion lineal: I,,=
1,8689 Cirp + 1,2351 (R’=0.9908) cuando el rango de
linealidad va desde 1,0 a 35,0 mM como se observa en la

figura 6.

10,00

r Ipa=1,8689CTrp +1,2351

= 800 L R? = 0,9908
=2 [
8 600 |
3 I
q:) 4,00 X
S 200 |

0,00 . . . )

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0
Concentracion L- Trp (mM)

Figura 6. Respuesta lineal del pico de corriente de L-Trp usando
el sensor electroquimico impreso molecularmente (Au/oPPy,
PSS, L-Trp) en el rango de 1,0 a 35,0 mM.

El limite de deteccion para el sensor es 0,33 mM vy el
limite de cuantificacion es de 1,13 mM y para calcularlos
se usaron las siguientes definiciones LDD=3S, /q,

LDQ=10S, /q; donde S, es la desviacion estandar de la
sefial de la corriente de oxidacion emitida por una
solucién de 1,0 mM de L-Trp (punto mdas bajo de la
curva), y q es la pendiente de la curva de calibracion®.
Para verificar la repetibilidad del sensor electroquimico se
midieron 10 veces las corrientes de pico de oxidacién en
una solucién de 20,0 mM L-Trp (Nivel intermedio de la
curva de calibracién) usando la técnica VDP y el mismo
sensor modificado, el resultado mostré una desviacién
estandar relativa (RSD) de 4,4%.

Comparando el limite de deteccién calculado en este
trabajo, nos damos cuenta que esta por encima de los
valores reportados en literatura (tabla 1), por tanto, una
de las perspectivas es seguir buscando las condiciones
adecuadas para disminuir el valor de este limite.

Tabla 11 Comparacion del método propuesto con otros
previamente reportados en la literatura

Electrodo Modificacién Limite de
Deteccion (M)
cp = DPV 74 3-30 17

Fiorucci and
Cavalheiro(2012)

GC Hemin opPv 30 0.1-100 0025 Nan et (2002)

GC Buch A 70 2-60 06 Jin and Lin (2004)

BDD s DopPv 112 20-1000 10 Zhao et al. (2006)

P MWCNT/CaSal DPV 4 05-50 01 ShahroKhian and

Fatouhi (2007)

CILE GNP swy 70 5-800 40 Safavi and
Momeni (2010)

AU PPy/ PSS, L-Trp, DPY 65 1000 - 35000 300 En este
trabajo{2016)

4. CONCLUSIONES

Usando el concepto de impresién molecular en polimeros
(MIP) se fabric6 un sensor amperométrico para L-Trp,
modificando la superficie de un electrodo de oro con una
pelicula de oPPy con cavidades complementarias a la
forma de L-Trp.

El uso de Py para la oxidacion del L-Trp tiene un marcado
efecto electrocatalitico ya que desplaza el valor del
potencial de oxidacién a valores mas bajos. Sin embargo,
el mecanismo de transferencia de electrones entre y la
superficie de Au no es claro aun. Si la densidad de sitios
activos (cavidades) en el polimero es lo suficientemente
alta, un mecanismo probable de conduccion de electrones
entre Trp atrapado en la matriz y el electrodo de Au es el
llamado “salto de electrones” (hopping) que ocurre en
peliculas de polimeros electroactivos que no son

conductores electronicos, por ejemplo, polivinilferroceno.

La respuesta electroquimica del sensor para L-Trp en
soluciéon depende del tiempo y el pH de polimerizacion.
Sin embargo, otros factores, no estudiados en el presente
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trabajo, por ejemplo, la temperatura de polimerizacidn, el
mecanismo de transporte de masa hacia el electrodo
durante la polimerizacion y las condiciones de
sobreoxidacidon ameritan estudio porque pueden alterar la
densidad de sitios activos (cavidades) en la pelicula
polimérica.

La selectividad observada del sensor por la especie L-Trp
en comparacion con D-Trp es conocida en la literatura
pero el mecanismo por el cual una molécula quiral
introduce quiralidad en MIPs se encuentra en
investigacién. Muchos autores recurren a un modelo en
el que la molécula plantilla (en nuestro caso, L-Trp) forma
un complejo con moléculas del mondmero antes de
empezar la polimerizacién. De formarse este precomplejo
y ser estable durante polimerizacion, la direccion de
crecimiento  tridimensional del polimero estaria
controlada desde el tiempo cero de polimerizacion.
Experimentos de fluorescencia realizados en nuestro
grupo (no discutidos aqui) muestran claramente que tal
pre-complejo no se forma entre moléculas de L- Trp y Py
en solucion bajo nuestras condiciones experimentales. La
formacién de centros quirales en PPy debe entonces
ocurrir durante la polimerizacién. La formacion de una
cavidad complementaria requiere de al menos tres sitios
de interaccién entre la molécula plantilla y el polimero
huésped. Sin embargo, la formacién de un sitio quiral
requiere mas de tres interacciones intermoleculares la
cuales son por naturaleza, de tipo van der Waals. Dada la
baja magnitud de la energia estas interacciones y la alta
velocidad de electropolimerizacion de Py, el mecanismo
de formacién de sitios quirales en PPy no es, de lejos, un

asunto resuelto.
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