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RESUMEN

En los ultimos afios, el sector agroalimentario ha sido meticulosamente vigilado
para verificar el cumplimiento de los limites maximos de residuos toxicos y
contaminantes en los productos alimenticios. La mala gestion de los antibioticos
en la acuacultura se ha asociado con problemas de salud ambiental y humana.
Especificamente, la acumulacion de residuos de enrofloxacina en los tejidos de
camarén debido a préacticas inadecuadas, ha causado dafios a la salud humana.
En la actualidad, los métodos de deteccion de antibidticos todavia se basan en
técnicas cromatograficas e inmunodeteccion, y los procesos son lentos, laboriosos
y costosos. Los polimeros de impresién molecular (MIP) son un tipo de polimeros
formados por el tamafio, forma y posicion de grupos funcionales especificos de
una molécula de plantilla, lo que resulta en la formacion de sitios de union con
afinidades y especificidades comparables a las de los anticuerpos naturales. Se
utiizan ampliamente en varios campos, especialmente en sensores
electroguimicos de impresion molecular debido a su estructura Unica, capacidad
de reconocimiento especifico y bajo costo. En el presente trabajo, se fabricé un
sensor electroquimico para la deteccion rapida y sencilla de enrofloxacina (EF). La
modificacion de electrodos de oro (SPE) con polimeros de impresiébn molecular
(MIP) permiti6 la deteccion de enrofloxacina mediante la técnica de
voltamperometria de onda cuadrada (SWV) en un potencial de ventana de +0.9V.
La deteccién de enrofloxacina se realizé en un rango lineal de 10-100 uM L-1 con
un limite de deteccion de 2 yM L-1. El desarrollo de un sensor de control de
polimero no impreso (NIP) permitié una deteccion mejor y més eficiente. Ademas,
el sensor es portatil, lo que tiene la ventaja de analizar y detectar moléculas de

interés sin necesidad de llevar la muestra a un laboratorio.



ABSTRACT

In recent years, the agri-food sector has been meticulously monitored to verify
compliance with the maximum limits of toxic residues and contaminants in food
products. Mismanagement of antibiotics in aquaculture has been associated with
environmental and human health problems. Specifically, the accumulation of
enrofloxacin residues in shrimp tissues due to improper practices has caused harm
to human health. Currently, antibiotic detection methods are still based on
chromatographic techniques and immunodetection, and the processes are slow,
laborious, and expensive. Molecular imprinted polymers (MIPs) are a class of
polymers formed by the size, shape, and position of specific functional groups of a
template molecule, resulting in the formation of binding sites with affinities and
specificities comparable to those of MIPs. natural antibodies. They are widely used
in various fields, especially molecular imprinting electrochemical sensors due to
their unique structure, specific recognition ability, and low cost. In the present work,
an electrochemical sensor for the rapid and simple detection of enrofloxacin (EF)
was fabricated. The modification of gold electrodes (SPE) with molecular imprinting
polymers (MIP) allowed the detection of enrofloxacin using the square wave
voltammetry (SWV) technique at a window potential of +0.9V. Detection of
enrofloxacin was performed in a linear range of 10-100 uM L-1 with a detection
limit of 2 yM L-1. The development of a non-imprinted polymer (NIP) control
sensor enabled better and more efficient detection. In addition, the sensor is
portable, which has the advantage of analyzing and detecting molecules of interest

without having to take the sample to a laboratory.



CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

Garantizar la seguridad y la calidad de los alimentos se ha vuelto uno de los
problemas de salud publica a nivel mundial. Los alimentos pueden estar
contaminados con metales toxicos, residuos de medicamentos, sustancias
organicas, micotoxinas, entre otros contaminantes emergentes (Navarro et al.
2022). La enrofloxacina, miembro de la familia de las fluoroquinolonas, es un
antimicrobiano aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para uso
exclusivo en medicina veterinaria y ha demostrado su eficacia en el tratamiento de
enfermedades bacterianas en granjas acuicolas (Shen et al. 2022). La ventaja de
la enrofloxacina radica en su amplio espectro de actividad antibacteriana, fuerte
poder bactericida, accion rapida y amplia distribucion en el organismo (Trouchon
et al. 2016). Uno de los principales problemas que genera el mal manejo de los
antibidticos precisamente para la enrofloxacina en usos acuicolas, es su
asociacion con aspectos ambientales y problemas de salud. Especificamente, la
acumulacion de residuos de enrofloxacina en los tejidos de los camarones
derivados de practicas inadecuadas ha causado problemas potenciales para la
salud humana (Chen et al. 2018; Ahmad et al. 2021). Por lo tanto, es importante
evaluar la presencia de residuos de antibidticos en los alimentos. El sector
agroalimentario ha sido cuidadosamente monitoreado para verificar el
cumplimiento de los limites méaximos de residuos toxicos y contaminantes en los

productos alimenticios (Lebelo et al. 2021).

En base a lo anterior, es de suma importancia desarrollar técnicas que pueden
ayudar a detectar, monitorear y rastrear contaminantes en los alimentos. El
desarrollo de nuevos dispositivos y técnicas analiticas con alta selectividad y
precision, son de gran importancia en areas como la ambiental, alimentaria,
farmacéutica, entre otras (Martinez et al. 2020). Con esta finalidad, las técnicas
electroquimicas han ganado interés debido a sus ventajas tales como: bajo costo,

rapida respuesta y portabilidad, en comparacion con los métodos convencionales



(Abera et al. 2022; Lowinsohn et al. 2006). Los sensores electroquimicos tienen
aplicaciones analiticas como quimiosensores que convierten las sefales fisicas,
quimicas y/o biolégicas en wuna sefal electroquimica cuantificable. Las
propiedades de voltamperometria, conductividad amperométrica y capacitancia o
impedancia se pueden utilizar para determinar un analito (Lowinsohn et al. 2006).
Actualmente, para mejorar la sensibilidad y selectividad, en los procesos de
deteccion de sustancias, se investigan las modificaciones de electrodos con
polimeros impresos molecularmente (MIP's) (Chu et al. 2012; Pereira et al. 2007).

El uso de MIPs se ha convertido en una herramienta muy importante para la
deteccion de sustancias quimicas y compuestos bioldgicos que permiten la
monitorizacion ambiental y alimentaria. Ademas, los MIP se han utilizado como
nuevos materiales de reconocimiento molecular para aplicaciones en la deteccion
y eliminacion de contaminantes quimicos y biologicos (Qian et al. 2014; Zhang et
al. 2014).

La impresion molecular es una herramienta que se basa en los principios del
reconocimiento molecular de los procesos biologicos para generar receptores
macromoleculares artificiales (Blanco et al. 2004; Tarley et al. 2005) en los que
una molécula diana actia como plantilla. Los mondémeros funcionales interactian
a su alrededor vy, posteriormente, los mondmeros los entrecruzan para
copolimerizarse y formar una estructura similar a una coraza (Tarley et al. 2005).
Después de la polimerizacion y la eliminacion de la plantilla, los sitios de union se
exponen de tal manera que son complementarios a la plantilla en tamafio, forma y
posicion para sus grupos funcionales que se mantienen en su lugar en la

estructura reticulada recién formada (Figueiredo et al. 2008).

La modificacion de electrodos con MIPs podria ser una alternativa con muchas
ventajas, incluyendo propiedades de reconocimiento, bajo costo y la posibilidad de
un disefio comodo y simple. Por estas razones, los sensores electroquimicos han
llamado mucho la atencion para la deteccion de compuestos organicos, como los

contaminantes emergentes (Aaryashree et al. 2020; Liu et al. 2021).



En este trabajo se describe el desarrollo de un sensor electroquimico basado
en el uso de electrodos de oro serigrafiados (SPE) modificados con polimeros
molecularmente impresos para la deteccion de enrofloxacina por técnicas

electroquimicas.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Desarrollar un biosensor para la deteccidon y cuantificacion electroquimica
especifica de enrofloxacina, basado en polimeros molecularmente impresos,

depositados en electrodos serigrafiados.

1.2.2 Objetivos especificos

1.- Desarrollar un polimero de impresion molecular (MIP) especifico para

enrofloxacina y depositar sobre electrodos serigrafiados.

2.- Caracterizar a los electrodos modificados con los MIP's mediante impedancia

electroquimica, asi como por Voltamperometria Ciclica.

3.- Caracterizar a los electrodos mediante Espectroscopia de Infrarrojo por
Transformada de Fourier FT-IR, asi como por Microscopia de Fuerza Atomica
(AFM).

4.- Evaluar la deteccion y cuantificacion de analitos de interés mediante técnicas

voltamperométricas y amperomeétricas.

5.- Determinar la especificidad de los MIP’s hacia enrofloxacina mediante la
deteccion especifica usando en soluciones complejas, formadas con analitos de

diferente naturaleza quimica.



CAPITULO 2
2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Contaminantes emergentes

En la actualidad, el tema de la contaminacion ambiental se ha vuelto una
preocupacion global debido a sus impactos negativos en los ecosistemas y la
salud humana. Tradicionalmente, se han identificado y regulado contaminantes
conocidos, como los gases de efecto invernadero, los metales pesados y los
compuestos organicos volatiles. Sin embargo, existe un grupo de contaminantes
que ha surgido como una nueva preocupacion, los cuales son denominados

contaminantes emergentes.

Los contaminantes emergentes son sustancias quimicas o materiales cuya
presencia en el medio ambiente no es necesariamente nueva, pero existe
preocupacion por sus efectos potenciales. La presencia y el impacto de los
contaminantes emergentes en diferentes areas como se muestra en la figura 1,
junto con las causas y consecuencias no reguladas que estos ocasionan, se
deben en parte a la falta de métodos analiticos disponibles para su deteccion y
estudio. Ademas de su entrada continua al medio ambiente, provocan efectos
negativos permanentes tanto para la salud humana como ambiental (Petrovic et al.

2003). Existe una gran cantidad de contaminantes emergentes, por ejemplo:

e Plaguicidas y productos quimicos agricolas. A medida que aumenta la
demanda de alimentos, se incrementa el uso de plaguicidas y productos
quimicos agricolas para aumentar la produccién. Algunos de estos
compuestos, como los herbicidas y los fungicidas, pueden persistir en el
suelo y contaminar las aguas subterraneas. Ademas, se ha descubierto que
ciertos plaguicidas tienen efectos negativos en la reproduccion de especies

acudaticas y en la salud humana (Castillo et al. 2020).



e Productos quimicos industriales. La produccion y el uso de productos
quimicos industriales también pueden generar contaminantes emergentes.
Por ejemplo, los retardantes de llama bromados utilizados en productos
electronicos y materiales de construccion pueden liberar sustancias toxicas
al medio ambiente durante su vida util y al final de su vida util. Estos
compuestos persistentes pueden acumularse en la cadena alimentaria y
causar efectos adversos en la vida silvestre y en los seres humanos (Urbina
et al. 2020).

e [Farmacéuticos y productos de cuidado personal. Muchos medicamentos y
productos de cuidado personal contienen sustancias quimicas activas,
incluyendo antibidticos, que pueden terminar en el medio ambiente a traves
del sistema de alcantarillado. Estas sustancias pueden encontrarse en
trazas en rios, lagos y aguas subterraneas, |0 que suscita inquietudes sobre
sus efectos en la vida acuatica y en la calidad del agua potable. (Florez et
al. 2021).

Existe una gran importancia de abordar los contaminantes emergentes y de
implementar estrategias efectivas para su deteccion, mitigacion y regulacion. Por
lo tanto, es crucial abordar y monitorear también la contaminacién con antibiéticos
para proteger los ecosistemas acuaticos y la salud humana. La identificacién
temprana de estos compuestos y la adopcion de medidas preventivas pueden
ayudar a proteger nuestro medio ambiente y preservar la salud de las

generaciones futuras.



CONTAMINANTES EMERGENTES

s 5 ¥
oS ~ K
Sl v QF i F o NS
o %Q‘:W\ & é“fq FE N
W e >
acll 2| ., ! 0 %
h’é = <, N |
FERTILIZANTES ANTIBIOTICOS AGUAS c UIDAD CONTAMINACIS
¥ PESTICIDAS ; RESIDUALES ESTIERCOL PERSONAL “C['JT:*SEJE’F‘.B'S N

RESIDUOS

Figura 1. Fuentes potenciales de contaminantes emergentes.

2.1.2 Contaminacién por antibioticos

La contaminacién por antibiéticos en el medio ambiente ha surgido como una
preocupacion creciente en los ultimos afios. Los antibidticos son medicamentos
utilizados para combatir infecciones bacterianas en humanos y animales. Sin
embargo, su uso generalizado ha llevado a la liberacion de cantidades
significativas de estos compuestos en el medio ambiente, lo que plantea riesgos

para la salud humanay los ecosistemas acuaticos (Martinez-Alcala et al. 2020).

Los antibitticos pueden ingresar al medio ambiente a través de diferentes vias,
como la excrecion de animales y humanos tratados, la liberacion de residuos de
produccion animal y el vertido directo o indirecto de productos farmacéuticos en el
agua y el suelo (Alcala et al 2020). Una vez en el medio ambiente, estos
compuestos pueden persistir y acumularse, lo que puede tener impactos negativos
en la flora y fauna acuaticas, asi como en la resistencia bacteriana a los

antibiéticos.



2.1.2.1 Limites maximos de residuos (LMR) para antibiéticos

Para abordar la contaminacion por antibidticos en el medio ambiente, se han
establecido limites maximos de residuos (LMR) en diferentes paises. Estos LMR
son concentraciones maximas permitidas de antibioticos en alimentos de origen
animal, como carne, leche y huevos, para garantizar la seguridad alimentaria y
minimizar la exposicion humana a estos compuestos. Los LMR varian segun el
antibiotico y el tipo de alimento, y son establecidos por autoridades sanitarias y

reguladoras (Salas et al. 2020).

Es importante destacar que los LMR se centran principalmente en la
proteccion de la salud humana y no en la proteccion del medio ambiente. Sin
embargo, estos limites pueden servir como indicadores para evaluar el impacto
ambiental de la contaminacion por antibiéticos, ya que los alimentos de origen

animal pueden ser una fuente de liberacion de residuos al medio ambiente.

La contaminacién por antibiéticos en el medio ambiente es una preocupacion
cada vez mayor debido a los riesgos que representa para la salud humana y los
ecosistemas acudticos. Establecer limites maximos de residuos (LMR) y adoptar
medidas preventivas y de gestion adecuadas son pasos cruciales para abordar
este problema y garantizar la salud y el equilibrio de nuestros ecosistemas
(Cuarental et al. 2022).

Actualmente existe también una gran problematica ocasionada por la
presencia de fluoroquinolonas en alimentos y con su liberacién al medio ambiente
sin un control adecuado (Stoilova et al 2013; Moema et al 2012). Mas
especificamente enrofloxacino ha surgido como un tema preocupante en relaciéon

con la contaminacién por antibiéticos en el medio ambiente.

2.1.3 Enrofloxacino

El Enrofloxacino también conocido como etilciprofloxacina de la familia de las

fluoroquinolonas, que se caracteriza por la presencia de un atomo de fldor unido
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directamente al anillo de quinolona. Este atomo de flior juega un papel importante
en la actividad antibacteriana de estas sustancias. Ademas del grupo funcional de
fldor, las fluoroquinolonas también pueden presentar otros grupos funcionales
comunes en su estructura, como grupos carbonilo, carboxilo, amino y piperazina
como se muestra en la figura 2. Esta aprobado por la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA) para uso exclusivo en medicina veterinaria y que ha demostrado
su eficacia en el tratamiento de enfermedades bacterianas que afectan
principalmente a granjas acuicolas (Attili et al. 2016). EI mecanismo de accion de
ENRO es a nivel del nucleo celular, inhibiendo la sintesis del &cido
desoxirribonucleico (DNA) de las bacterias. La ventaja que presenta la
enrofloxacina es que tiene un amplio espectro de accion antibacteriana, fuerte
poder bactericida, accion rapida, amplia distribucion en el cuerpo, ademas la
enrofloxacina favorece una répida absorcion ya que es un antibiético
principalmente lipofilico, con un peso molecular bajo que favorece su penetracion
tisular (Zordok et al. 2016).

O O

OH

Figura 2. Estructura quimica de la enrofloxacina.

Por otra parte, existe un problema generado principalmente por el mal
manejo de los antibidticos en la acuicultura, que se ha asociado con problemas
ambientales y de salud humana. Especificamente, la acumulacion de residuos de
enrofloxacina en los tejidos de camardn derivado de practicas inadecuadas y que

han causado dafos potenciales a la salud humana (Ma et al. 2006).

Es por esto que es de suma importancia evaluar la presencia de residuos

de antibidticos en los alimentos. El sector agroalimentario ha sido monitoreado
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minuciosamente para verificar el cumplimiento de los limites maximos de residuos

toxicos y contaminantes en los productos alimenticios (Nato et al 2022).

Una de las técnicas que actualmente estan siendo exploradas para la
deteccién de contaminantes es mediante la impresion polimérica molecular. Esta
herramienta se basa en los principios de reconocimiento molecular de los
procesos bioldgicos, para generar receptores macromoleculares artificiales, es a
través de la impresion molecular de polimeros sintéticos (Alvarez et al. 2019).

2.1.4 Polimeros de Impresion Molecular

Recientemente, los polimeros de impresion molecular han ganado una amplia
aceptacion como uso de nuevos materiales de reconocimiento molecular para
aplicaciones en deteccion y eliminacion de contaminantes quimicos y biolégicos
(Zhang et al. 2019). La impresién molecular es un proceso en el que una molécula
diana (o un derivado del mismo) actia como una plantilla, alrededor de la cual
mondmeros funcionales (con grupos funcionales afines) interactian con la plantilla
a través interacciones covalentes 0 no covalentes. Alguno de los monémeros
funcionales mas utilizados en los MIP's es el acido metacrilico (MAA), 4-
vinilpiridina (4-VPY), metacrilamida ya que son materiales muy estables, y no se
degradan por la accién enzimatica, calor, pH, presién o en disolventes organicos.
Posteriormente se entrecruzan mediante el uso de un mondémero reticulante para
copolimerizarse y formar una coraza de tipo fundido (Zhang et al. 2019). Dentro de
los monomeros reticulantes mas utilizados es el dimetacrilato de etilenglicol
(EDMA) que contiene grupos vinilos en donde éstos permiten obtener una mejor
polimerizacién con mejor capacidad y selectividad (Sullivan et al. 2019). Después
de la polimerizacion y eliminacion de la plantilla, los sitios de unidn son expuestos
de tal manera que son complementarios a la plantilla en tamafio, forma y posicién
a sus grupos funcionales que se mantienen en su lugar por la estructura reticulada
como se muestra en la Figura 3. En esencia, una memoria molecular esta impresa

en el polimero, que ahora es capaz de volver a enlazarse selectivamente. Por lo
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tanto, los polimeros impresos molecularmente (MIP) poseen la caracteristica mas
importante de los receptores bioldgicos: la capacidad de reconocer y vincular

moléculas diana especificas ademas de ser estables.

Figura 3. Principio general de impresiéon molecular. Un complejo de plantilla molecular (c)
y monémeros funcionales (a) se polimeriza en presencia de mondémeros de reticulacion

(b) para formar una red polimérica tridimensional (Hugon et al. 2007).

Los MIP’s se han utilizado en varios campos, especialmente en el uso de
sensores electroquimicos debido a su estructura y capacidad de reconocimiento
especifico. Los sensores electroquimicos a base de MIP’s tienen propiedades
tanto de reconocimiento como de transduccion, es decir, el MIP como elemento de
reconocimiento puede unirse especificamente a algun analito y generar una sefial
quimica o fisica (Duan et al. 2018). Este tipo de sensores presentan muchas
ventajas ya que incluyen propiedades de reconocimiento, bajo costo y la

posibilidad de un disefio comodo y sencillo (Chen et al. 2016).

2.1.5 Sensores electroquimicos

Los sensores electroquimicos son dispositivos utilizados para detectar y cuantificar
la presencia de compuestos quimicos en una muestra mediante reacciones
electroquimicas. Estos sensores aprovechan la capacidad de ciertos compuestos
para generar corrientes eléctricas o cambios de potencial cuando se produce una

reaccion quimica en su superficie (Della et al. 2018).
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La deteccidon electroquimica se basa en la interaccion entre el analito de
interés y un electrodo funcionalizado con un material especifico que promueve la
reaccion electroquimica (Della et al. 2018). A medida que el analito se acerca o se
adsorbe en la superficie del electrodo, se producen cambios en las propiedades
electroquimicas, como la corriente, el potencial o la impedancia eléctrica (Tonelli et
al. 2019; Berg et al. 2003; Zeng et al. 2019).

Existen diferentes tipos de sensores electroquimicos, como los sensores de
potenciometria, amperometria y Voltametria, cada uno con su propia metodologia
de medicién y aplicaciones especificas. Estos sensores se utilizan en una amplia
gama de areas, como la medicina, la industria quimica, la seguridad alimentaria y

la proteccién ambiental (Vasilescu et al. 2019).

La principal ventaja de los sensores electroquimicos es su alta sensibilidad,
selectividad y capacidad para realizar mediciones in situ en tiempo real. Ademas,
son relativamente econémicos, compactos y faciles de usar, lo que los convierte
en una herramienta valiosa tanto en entornos de laboratorio como en aplicaciones

de campo (Manikandan et al. 2018).

Los sensores electroquimicos ofrecen una forma eficiente y precisa de
detectar y cuantificar compuestos quimicos en diversas muestras, lo que los
convierte en una tecnologia fundamental para la monitorizacion y el control en

numerosos campos de aplicacion (Mishra et al. 2018).
2.1.5.1 Sensores Impedimétricos

Los sensores de impedancia se basan en la deteccion de cambios en la
interaccion entre la superficie del electrodo y el entorno, es decir, determinan el
cambio de resistencia debido a la interaccion entre la superficie del electrodo
modificado quimicamente y el entorno (Sharma et al. 2019). El método consiste en
aplicar una pequefia sefial de potencial sinusoidal en un cierto rango de frecuencia
entre el electrodo de trabajo y el electrodo auxiliar y registrar la respuesta en forma
de intensidad de corriente con una amplitud y fase diferente al potencial aplicado

(Uygun et al. 2014). La relacién potencial/corriente permite la identificacion de
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datos de impedancia, que se pueden representar en el plano complejo como Z’ (la
parte imaginaria de la impedancia) y Z” (la parte real de la impedancia), conocido
como grafico de Nyquist o mddulo de resistividad | Z | y cambio de fase (6) en
funcion de la frecuencia aplicada, conocido como diagrama de Bode (Eggins et al.
2007; Bhardwaj et al. 2015). Dicho de otra manera, podemos observar procesos
de resistencia en la transferencia de electrones al aplicar un potencial cuando
modificamos la superficie de los electrodos. Esa respuesta se puede observar
mediante la formacién de semicirculos de Nyquist utilizando la técnica de
espectroscopia de impedancia (EIS) como se muestra en la figura 4. El desarrollo
de sensores Impedimétricos han sido utilizados en distintas investigaciones como
lo es el desarrollo de un sensor Impedimétrico para la deteccion de gliadina
desarrollado por (Fabio Bottari et al. 2018) con el fin de imitar lo que sucede en el
intestino de los pacientes celiacos. (Govindasamy et al. 2017) desarrollo un sensor
Impedimétrico utilizando electrodos modificados con nanotubos de carbono para la
deteccion de cloranfenicol en muestras de leche con un limite de deteccion de
0.015uM. Por otra parte (Que X. et al. 2013) modificaron electrodos con nano
hojas de grafeno para a deteccibn de tetraciclina utilizando métodos

Impedimétricos obteniendo un limite de deteccién de 0.006 ng mL™2.

Sensor Impedimétrico
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Figura 4. Desarrollo y respuesta electroquimica de sensor Impedimétrico. Modificado de
(Fabio Bottari et al. 2018)
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2.1.5.2 Sensores Potenciométricos

Los sensores potenciométricos se basan en medir el potencial creado por
sustancias cargadas en la superficie de una membrana como material sensible. La
base tedrica de los sensores de potenciometria se fundamenta en la ecuacion de
Nernst, la cual se utiliza para calcular la concentracion de disoluciones idnicas
mediante la medicion de los potenciales eléctricos en materiales o soluciones
(Alegret et al. 2004). Estos sensores constan principalmente de tres componentes
esenciales: un dispositivo de medicion de potencial, un electrodo de referencia y
un electrodo selectivo a iones que se desea analizar como se muestra en la figura
5. Los electrodos de referencia generalmente son de doble unién en relacién a los
cuales se registran las variaciones de potencial (Cadre et al. 2023). Los electrodos
selectivos a iones, tal como su nombre lo indica, son electrodos que responden de
manera sensible a la presencia de un tipo especifico de i6n en la solucion,
facilitando asi su cuantificacion (Somoza Chuay et al. 2019). El potencial
registrado se puede usar para determinar la concentracion de las especies
responsables de la aparicion de la carga superficial de la membrana (Mc Cready et
al. 1951). Los sensores potenciométricos permiten modificar la selectividad del
sensor cambiando las propiedades de los materiales formadores de membrana.
(Mir et al. 2016) Desarrollé un sensor potenciométrico utilizando electrodos de oro
serigrafiados para la deteccidbn de Tript6fano con un limite de deteccién de
3.6x10™% mol L™1. (Helena et al. 2011) desarrollaron un sensor utilizando
polimeros de impresién molecular para la deteccion de ciprofloxacino mediante

técnicas potenciométricas logrando un limite de deteccién de 1x107° mol L™,
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Figura 5. Componentes principales que forman a un sensor potenciométrico. Modificado
de (Alegret et al. 2004)

2.1.5.3 Sensores Amperomeétricos

Los sensores amperométricos se basan en la medicién de la corriente eléctrica
generada por una reaccion quimica o electroquimica en un electrodo. Estos
sensores se utilizan para detectar y cuantificar la concentracion de ciertos analitos
en una muestra (Xu et al. 2023). El principio basico de funcionamiento consiste en
la aplicacion de un potencial eléctrico constante entre un electrodo de trabajo y un
electrodo de referencia en presencia de la muestra como se muestra en la figura
6, (Xu et al. 2023). Cuando ocurre la reaccion electroquimica entre el analito y el
electrodo de trabajo, se genera una corriente eléctrica proporcional a la
concentracion del analito. El electrodo de trabajo esta disefiado de manera
especifica para la deteccion del analito. Puede estar recubierto con una capa
selectiva que reacciona con el analito y produce una corriente eléctrica

proporcional a su concentracion (Selvolini et al. 2023). La reaccion electroquimica
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que tiene lugar en el electrodo de trabajo puede ser de oxidacion o reduccion,
dependiendo de las propiedades del analito y del electrodo. El electrodo de
referencia, por otro lado, se utiliza para mantener un potencial constante en el
electrodo de trabajo y asegurar mediciones precisas. Suele ser un electrodo con
un potencial de referencia conocido y estable (Yin et al. 2023). La corriente
generada por la reaccion electroquimica se mide mediante un amplificador de
corriente y se utiliza para determinar la concentracion del analito en la muestra
(Zhang et al 2019). Asi mismo, se han desarrollado una gran cantidad de trabajos
relacionados con la implementacion de sensores amperométricos para la
deteccidén de analitos, como lo es la determinacion sensible de acido urico (UA)
basado en la modificacion de electrodos serigrafiados de carbono (SPCE) con
oxido de grafeno (GO) desarrollado por (Preeyaporn et al 2021). Un sensor
amperomeétrico para la deteccion de paracetamol en aguas contaminadas fue
desarrollado por (Kumar et al. 2022) con un limite de deteccion de 0.29 uM. Por
otra parte (Zhu et al. 2023) desarrollo un sensor para la deteccién de homocisteina
utilizando electrodos de carbono modificados con nanoparticulas de oro

obteniendo un limite de deteccion de 0.6 pM/L.

Electrodo Electrodo Electrodo
auxiliar de de
referencia trabajo

Figura 6. Principio basico del funcionamiento de un sensor amperométrico. Modificado de
(Xu et al. 2023)
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2.1.5.4 Sensores Voltamperométricos

En un sensor voltamétrico, se hace un barrido de potencial y se registra la
corriente generada por la oxidacion/reduccion del analito y/o especies de interés
en la superficie del electrodo (Krishnaswamy et al. 2022). Durante estos procesos
redox, se produce una transferencia de electrones entre el electrodo de trabajo y
la solucién, lo que da como resultado un aumento en la intensidad de la corriente,
donde la intensidad maxima es proporcional a la concentracion del analito (Bressi
et al. 2023). Al igual que en los sensores amperométricos, los electrodos de los
sensores Voltamperométricos pueden modificarse utilizando diferentes materiales,
lo que puede mejorar la selectividad y especificidad del sensor de una forma
sencilla y eficaz (Hoshino et al 2019). Existen otros métodos de voltamperometria
ampliamente utilizados, como la voltamperometria de pulso diferencial (DPV) o la

voltamperometria de onda cuadrada (SWV).

En el caso de DPV, la sefial de excitacion consiste en un barrido lineal del
potencial a través de pulsos de amplitud, duracion y aumento de potencial
constantes. Las respuestas resultantes son escaneos de intensidad, donde cada
pulso se representa como la diferencia entre la corriente registrada antes del pulso
y al final del pulso (Cet6 et al 2022). Esta técnica reduce las corrientes no
faradicas. De esta forma, se obtiene una reaccion en la que la intensidad maxima
de la corriente Faradaica es proporcional a la concentracién de las especies
reaccionantes, cuando se expresa como la diferencia entre la corriente obtenida y
el potencial aplicado, con mayor sensibilidad que otras técnicas (Spinola Machado
et al. 2022). La forma de la onda en la sefial de excitacion consiste en una serie de
pulsos a manera de escalera, donde el potencial de base aumenta gradualmente
en pequefios intervalos entre 10 y 100 mV (ancho de pulso= AEs). La amplitud de
pulso AEp, se mantiene constante con respecto al potencial de base (Guziejewski
et al. 2023). La corriente resultante del proceso se mide justo antes de la
aplicacion del pulso (1) y al final de la aplicacion del mismo, de esta manera al
graficar la diferencia de corrientes obtenidas (I1 — 12) en funcion del potencial

aplicado (usualmente el potencial en 1), se obtienen respuestas tipicas como la
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mostrada en la figura 7, donde la intensidad maxima de corriente (Ip) es

proporcional a la concentracion de especies reactantes (Guziejewski et al. 2023).

-
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Intensidad de corriente
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Figura 7. Sefal de excitacién y respuesta tipica de voltamperometria de diferencial de
pulso (DPV). Modificado de (Krishnaswamy et al. 2022)

La voltamperometria de onda cuadrada (SWV) es una técnica electroquimica
que se utiliza para analizar y cuantificar especies quimicas en solucion. Es una
variante de la voltamperometria, que se basa en la medicién de la corriente
generada cuando se aplica un potencial variable a través de un electrodo (Mirceski
et al. 2021).

La SWV se caracteriza por utilizar una forma de onda cuadrada en lugar de
una rampa lineal de voltaje como se muestra en la figura 8. Durante la medicién,
se aplica un potencial de onda cuadrada al electrodo, alternando entre un valor
base y un valor maximo. Esta onda cuadrada se superpone a un potencial de
polarizacion constante, que puede ser positivo o negativo, dependiendo de la
naturaleza de la reaccion electroquimica que se desea estudiar como se muestra
en la figura 9 (V. Mirceski et al. 2019). La corriente generada en respuesta a la
onda cuadrada es medida y registrada. La amplitud de la corriente resultante se
correlaciona con la concentracion del analito presente en la muestra. La frecuencia

de la onda cuadrada puede variar y se elige segun la aplicacion especifica.

La principal ventaja de la SWV es su alta sensibilidad y selectividad. La forma

de onda cuadrada permite obtener una respuesta mas rpida y una mejor
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resolucion de picos en comparacion con otras técnicas voltamperométricas.

Ademas, la superposicion del potencial de polarizacion constante ayuda a mejorar

la sensibilidad y a eliminar interferencias (Saha et al. 2023).
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Figura 8. Aplicacion de potencial en voltamperometria de onda cuadrada. Modificado de

(Mirceski et al. 2021).
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Figura 9. Esquema de voltamograma de onda cuadrada, (A) representacion de un

proceso redox de sistema reversible, (B) representacion de un sistema irreversible.

Modificado de (Mirceski et al. 2021).
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El uso de sensores voltamétricos ha sido ampliamente utilizado para la
cuantificacion de analitos en la industria alimentaria. La industria alimentaria esta
obligada a cumplir con los estrictos requisitos de calidad y seguridad de la
industria (Sharifi et al. 2020). Ademés, debe tomar medidas de control para
cumplir con los consumidores en todos los aspectos de seguridad, confianza,
comodidad y calidad. Por ello, resulta necesario establecer controles de calidad
que permitan procesar los productos alimenticios en tiempo real, de manera facil y

econOmica (Martins et al. 2021).
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CAPITULO 3
3.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1.1 Materiales

Acetonitrilo (ACN), 6-mercaptohexanol, hexacianoferrato de potasio (lll) K3
[Fe(CN)s], acido sulfurico, 3-trimetosixilpropil de metacrilato (3-TPM), enrofloxacino
(EF), Ciprofloxacino (CPX), Acido Nalidixico (A. NALX), Diclofenaco (DIC),
Azitromicina (AZl), Rifaximina (RIF), acido metacrilico (MAA), dimetacrilato de
etilenglicol (EGDMA), ferrocenilmetil de metacrilato y azobisisobutironitrilo (AIBN).
Todos los reactivos fueron de grado analitico. Ademas, para todos los estudios
electroquimicos se utilizaron electrodos de oro serigrafiados y un equipo

potenciostato Sensit Smart de la marca Palm Sense.

3.1.2 Métodos

3.1.2.1 Lavado y activacion de electrodos serigrafiados

Los electrodos de oro serigrafiados se sometieron a un proceso de lavado y
activacion utilizando un potenciostato Sensit Smart. Se aplic6 una gota de
aproximadamente 15 yL de una solucién de H2SO4 a 0.1 M sobre el electrodo.
Luego, se llevo a cabo un barrido de 80 ciclos utilizando la técnica de
voltamperometria ciclica (CV) con un potencial de ventana de -0.7 a 1.2 V y una
velocidad de barrido de 50 mV. Después de cada 20 ciclos, se realizé un lavado

exhaustivo con agua para eliminar cualquier residuo presente.

Este mismo procedimiento de lavado y activacion de electrodos de oro
serigrafiados fue realizado de manera similar por Ayankojo y colaboradores
(Ayankojo et al., 2020). En su estudio, demostraron a través de la técnica de
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Voltametria ciclica (CV) que, con cada lavado realizado, los voltamogramas se
volvian progresivamente mas reproducibles, lo que sugiere una mayor

confiabilidad en los resultados obtenidos.

3.1.2.2 Modificacion quimica de electrodos serigrafiados

Una vez lavado y activado el electrodo de oro, se llevd a cabo su modificacion
quimica mediante la adicion de una gota de 10 pL del mondémero 6-
mercaptohexanol al electrodo de trabajo de Au, siguiendo el procedimiento
utilizado por Caratelli y colaboradores (Caratelli et al., 2021; Pagliarini et al., 2019).
Estos investigadores modificaron la superficie del electrodo de Au para rellenar los
espacios vacios sin alterar, con el objetivo de evitar interacciones no deseadas en

su superficie.

Posteriormente, se permiti6 que la modificacion se secara a temperatura
ambiente durante 24 horas, seguido de un lavado con abundante agua para
eliminar el exceso de mondémero. Luego, se llevd a cabo una segunda
modificacién agregando una gota de 15 pyL de 3-TPM a la superficie del electrodo,
y nuevamente se dejé secar a temperatura ambiente durante 24 horas, siguiendo
un procedimiento similar al reportado por Yilmaz y colaboradores (Yilmaz et al.,
2022) en la modificacién de electrodos de Au serigrafiados. En este caso, la

finalidad era aprovechar los grupos vinilos para la formacién de nuevos enlaces.

Finalmente, se realizé un lavado con abundante agua para eliminar el exceso
de mondémero no reactivo o cualquier residuo presente, y el electrodo modificado

se almaceno para las siguientes modificaciones.
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3.1.2.3 Sintesis de polimeros molecularmente impresos

La sintesis de los polimeros de impresion molecular (MIPs) se llevé a cabo sobre
la superficie del electrodo que previamente habia sido modificado con el
monomero de 3-TPM. En un matraz de fondo redondo, se mezclaron 100 mL de
acetonitrilo conteniendo 52,1 mg de enrofloxacino como molécula molde, 100 pL
de acido metacrilico como monémero funcional y 1,09 mL de dimetacrilato de
etilenglicol como mondmero reticulante. Esta solucion se sometidé a un bafio
ultrasonico durante 30 minutos para promover la interaccion entre el monémero

funcional y la molécula molde.

Posteriormente, el electrodo de oro se sumergid en la solucién y se afiadieron
20 mg de ferrocenilmetil de metacrilato y 20 uL de AIBN como iniciador. El sistema
se mantuvo en agitacion constante en un ambiente de nitr6geno para eliminar el
oxigeno presente en la solucion. La polimerizacion se llevé a cabo a una
temperatura de 70 °C durante 24 horas, siguiendo el método de co-precipitacion

reportado por Wang y colaboradores (Wang et al., 2019) en su investigacion.

Una vez que los MIPs se polimerizaron en la superficie del electrodo, se
lavaron con una mezcla de metanol y acido acético en una proporcioén de 9:1, y se
mantuvieron bajo agitacion magnética vigorosa durante la noche para eliminar la
molécula molde de los MIPs. Finalmente, se realizaron lavados adicionales con

metanol al 80%.

Ademas, se llevo a cabo la sintesis de una muestra control de NIP (polimeros
de impresién no especificos) en las mismas condiciones, pero en ausencia de la
plantilla de enrofloxacino, siguiendo el enfoque utilizado por Wang y colaboradores

(Wang et al., 2019) en su investigacion.

3.1.2.4 Preparacion de solucion de enrofloxacina

Se prepard una solucion madre de enrofloxacino a una concentracion de 0.01 M

en H2SO4 a 0.1 M. A partir de esta solucion madre, se prepararon diversas
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muestras de enrofloxacino a una concentracion de 3 mM en un buffer de acetato
con un rango de pH de 3 a 6, con el proposito de evaluar y obtener la respuesta
optima del compuesto. Posteriormente, se aplicé una gota de aproximadamente
15 L de la solucion de enrofloxacino sobre un electrodo de oro desnudo, y se
procedi6 a estudiar su comportamiento redox utilizando la técnica de
voltamperometria de onda cuadrada (SWV), siguiendo el enfoque utilizado por Lu

y colaboradores (Lu et al., 2021).
3.1.2.5 Preparacion de solucion de diferentes farmacos

La solucion se prepar6 a una concentracion de 0.001 M en un buffer de acetato a
pH 3, incluyendo los farmacos Ciprofloxacino, Acido Nalidixico, Diclofenaco,
Azitromicina, Rifaximina y Enrofloxacino. Posteriormente, se aplicé una gota de
aproximadamente 15 pL de cada solucion de farmaco por separado sobre el
electrodo de oro desnudo. Utilizando la técnica de voltamperometria de onda
cuadrada (SWV), se examin0 el comportamiento de oxidacion de cada uno de los
farmacos, similar a lo que se realiz6 en la investigacion llevada a cabo por Lu y

colaboradores (Lu et al., 2021).
3.1.2.6 Evaluacion de electrodo-MIP con el control electrodo-NIP

Ademas, con el objetivo de evaluar tanto el electrodo MIP como el electrodo
control NIP, se prepard una solucion de enrofloxacina a una concentracion de 0.5
mM en un buffer de acetato a pH 3. Posteriormente, se aplicaron gotas de 15 yL
de esta solucion en cada uno de los electrodos-MIP y los electrodos-NIP
respectivamente. El analisis se llevo a cabo utilizando un potenciostato mediante
la técnica de voltamperometria de onda cuadrada (SWV), con la aplicacion de un
rango de potencial de 0 a 1.1 V y una velocidad de barrido de 0.08 v/s con el fin de
observar una sefal de corriente correspondiente al pico de oxidacion de la
enrofloxacina, de manera similar a lo que se realiz6 en la investigacion llevada a

cabo por Akyuz y colaboradores (Akyuz et al., 2020).
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3.1.2.7 Determinacion de la enrofloxacina

Para la cuantificacion de enrofloxacino mediante el uso de electrodos de oro
modificados con MIPs, se realizd0 un estudio utlizando la técnica de
voltamperometria de onda cuadrada (SWV). Las muestras de enrofloxacino se
prepararon a diversas concentraciones, abarcando desde 10 hasta 100 uM,
utilizando un buffer de acetato con pH 3. Se aplicé una gota de 15 pL de las

soluciones a distintas concentraciones sobre el electrodo MIPs.

El analisis se realiz6 empleando la técnica SWV, con la aplicacién de un rango
de potencial de 0 a 1.1 V y una velocidad de barrido de 0.08 v/s. El objetivo era
observar una sefial de corriente que correspondiera a la concentracién del
farmaco. Este estudio se inspir6 de la metodologia utilizada por Yan vy
colaboradores (Yan et al., 2017) en su investigacion.

3.1.2.8 Ensayo de selectividad del electrodo-MIP

Luego de identificar los picos de corriente de oxidacion correspondientes a cada
uno de los farmacos presentes en las soluciones preparadas, se llevo a cabo un
ensayo para evaluar la selectividad del electrodo modificado con polimeros de
impresion molecular, de manera similar a lo realizado en la investigacion de Yolay
colaboradores (Yola et al., 2019). Se aplicaron 15 uL de la solucién preparada de
cada farmaco a una concentracion de 0.001 M por separado, depositandola en la
superficie del electrodo-MIP.

Posteriormente, utilizando un equipo potenciostato y la técnica de
voltamperometria de onda cuadrada (SWV), se efectuaron las mediciones para
cada uno de los farmacos. Estas mediciones se compararon con la informacion
previamente obtenida utilizando el electrodo de oro desnudo. Ademas, se realizo
una comparacion de la selectividad del electrodo-MIP con enrofloxacino y otros

farmacos.
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3.1.2.9 Ensayo de especificidad del electrodo-MIP

También se llevé a cabo un andlisis con el propdsito de evaluar la especificidad
del electrodo-MIP hacia otros farmacos que comparten estructuras quimicas
similares a la del enrofloxacino. Para esta evaluacion, se prepararon soluciones
complejas a diversas concentraciones que abarcaban un rango de 0.1 a 1 mM
para los farmacos enrofloxacino, diclofenaco, azitromicina y &cido nalidixico.
Luego, se aplicé una gota de aproximadamente 15 yL de cada solucidon sobre el
electrodo-MIP, a fin de realizar un analisis mediante la técnica de
voltamperometria de onda cuadrada (SWV). ElI objetivo era evaluar la
especificidad del electrodo hacia el enrofloxacino en distintas concentraciones, de
manera similar a lo que se realiz6 en el trabajo de Ostrovidov y Colaboradores
(Ostrovidov et al., 2023).

3.1.3 Caracterizacion

3.1.3.1 Caracterizacion Morfologica
3.1.3.1.1 Microscopia de Fuerza Atdmica

Llevamos a cabo una caracterizacion morfolégica detallada de los electrodos de
oro serigrafiados para visualizar la modificacién de la superficie del electrodo de
trabajo en cada etapa, desde la modificacion quimica hasta la implementacion de
los MIPs, inspirdndonos en la metodologia utilizada por Zhang y Colaboradores
(Zhang et al., 2019) en su investigacion. Para llevar a cabo esta caracterizacion,
empleamos microscopia de fuerza atomica (AFM), utilizando un equipo modelo
Alpha300RA (WiTec, Alemania).
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3.1.3.2 Caracterizacion Electroquimica

3.1.3.2.1 Voltamperometria Ciclica (CV)

Como parte de la caracterizacion del electrodo de oro modificado, se llevo a cabo
un analisis utilizando la técnica de voltamperometria ciclica para evaluar el grado
de modificacién en la superficie del electrodo en cada una de las etapas. Este
estudio de voltamperometria ciclica se realizo utilizando un equipo potenciostato
Sensit Smart de la marca Palm Sense. Preparamos una solucién de Ks[Fe(CN)s] a
una concentracion de 2 mM en H2SOs4 0.1 M. Luego, aplicamos una gota de
aproximadamente 15 pL de esta solucion sobre el electrodo de oro, y procedimos
a realizar barridos mediante la técnica de voltamperometria ciclica con un rango
potencial de — 0.7 a 0.7 V y una velocidad de barrido de 50 mV. Se repiti6o el
mismo procedimiento en cada una de las etapas de modificacion del electrodo. El
propésito de la caracterizacion era observar los picos de corriente
correspondientes al proceso redox del Ks[Fe(CN)s]. Este mismo procedimiento fue
empleado en la investigacion llevada a cabo por Khosrokhavar y colaboradores
(Khosrokhavar et al., 2020).

3.1.3.2.2 Espectroscopia de Impedancia (EIS)

Con el fin de complementar los andlisis de caracterizacion electroquimica en los
electrodos de oro serigrafiados, llevamos a cabo un estudio de espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS). Este estudio EIS se realizé empleando el mismo
equipo potenciostato Sensit Smart de la marca Palm Sense. Aplicamos una gota
de la solucion de Ks[Fe(CN)e] y la analizamos utilizando una frecuencia de 20 kHz.
Estos estudios se llevaron a cabo en cada una de las etapas de modificacion para
evaluar el grado de modificacion en la superficie del electrodo, siguiendo una
metodologia similar a la utilizada por Zouaoui y colaboradores (Zouaoui et al.,
2020).
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3.1.3.3 Caracterizacion Fisicoquimica

3.1.3.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Con el proposito de realizar un estudio fisicoquimico a los electrodos modificados,
llevamos a cabo una caracterizacion utilizando la técnica de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), empleando el modo de reflectancia
total atenuada (ATR). Para esta caracterizacion, utilizamos el equipo de infrarrojo
de la marca Perkin Elmer tipo Frontier. Las mediciones se llevaron a cabo de
manera individual en cada una de las etapas de modificacién. Ademas, utilizamos
el electrodo de oro serigrafiado desnudo como muestra de control, en un enfoque

similar al seguido por Xu y colaboradores (Xu et al., 2022) en su metodologia.
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CAPITULO 4
4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 Caracterizacion Morfoldgica

4.1.1.1 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La modificacion de la superficie de los electrodos se examiné utilizando la técnica
de microscopia de fuerza atdbmica, como se ilustra en la Figura 10. La micrografia
presentada en la Figura 10(a) corresponde al electrodo de Au sin modificacién. Se
puede apreciar una morfologia con una apariencia suave Yy pequefas
protuberancias, caracteristicas tipicas de la superficie de los electrodos de Au
serigrafiados. En las Figuras 10(b y c), las micrografias revelan la modificacion de

los electrodos de Au mediante la incorporaciéon de una capa de matriz polimérica.

En la Figura 10(b), se muestra el electrodo control denominado polimero de no
impresion molecular (NIP), el cual carece de una plantilla (enrofloxacino) para la
impresion. La morfologia de este electrodo presenta una ligera diferencia en su
topografia en comparacion con el electrodo desnudo. Por otro lado, en la Figura
10(c) se presenta la micrografia del electrodo de Au modificado con el polimero
molecularmente impreso (MIP), empleando enrofloxacino como plantilla. En esta
imagen, se pueden apreciar cumulos con una disposicién ordenada, junto con
estructuras esféricas de aproximadamente 1 um de tamafo sobre la superficie del

electrodo.

Los resultados obtenidos concuerdan con los hallazgos de Beluomin y
colaboradores (Beluomin et al., 2018), quienes observaron una mayor rugosidad
en la superficie de los electrodos modificados con MIP en comparacion con
aguellos modificados con NIP. Esta diferencia se atribuye a la interaccion entre el

monomero funcional y la plantilla, lo cual da lugar a la formacién de una matriz
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polimérica mas extensa, en concordancia con lo mencionado por Maisa y

colaboradores (Maisa et al., 2021) en su investigacion.

SPGE

SPGE

Figura 10. Micrografias de AFM a electrodos serigrafiados. Electrodo de Au desnudo (a),
Electrodo de Au modificado con NIP (b), Electrodo de Au modificado con MIP (c).

4.1.2 Caracterizacion Electroquimica

4.1.2.1 Voltamperometria Ciclica

Las investigaciones electroquimicas que se basan en la oxidacién de sustancias
organicas representan enfoques prometedores con fines analiticos. En este
estudio, se llevaron a cabo investigaciones para analizar el comportamiento de la
oxidacion electroquimica en los electrodos de Au en cada una de las etapas de
modificacion. Este andlisis electroquimico se realizd utilizando la técnica de
voltamperometria ciclica (CV), aplicando un rango de potencial de -0.7 a 0.7 V y

una velocidad de barrido de 50 mV.

32



La Figura 11 exhibe los resultados derivados del andlisis de CV en los
electrodos de Au, donde los picos de oxidacion y reduccion correspondientes al
electrolito soporte Ks[Fe(CN)s] son claramente visibles. Tal como se anticipaba, la
modificacion de los electrodos resultd en cambios en los voltamogramas ciclicos.
Esto se manifiesta en el desplazamiento de los picos de 6xido-reduccion, asi como
en una disminucion en la intensidad de los picos de corriente a medida que se

realizaba la modificacion del electrodo.

A partir de estos resultados, podemos inferir que el grado de modificacion se
relaciona con el correspondiente cambio en la sefial de los voltamogramas de
Ks[Fe(CN)s]. Esta relaciobn es congruente con lo demostrado por O'Sullivan y
colaboradores, asi como por Meno y colaboradores (O'Sullivan et al., 2021; Menon
et al., 2018) en sus respectivas investigaciones. En sus estudios, el aumento del
grado de modificacion en el electrodo conlleva a una alteracion en el flujo de iones
del electrolito sobre la superficie del electrodo, en comparacion con el contacto
directo con el electrodo desnudo.

Por otro lado, se observd que los picos de oxidacion y reduccion de Ks[Fe(CN)s]
en los electrodos de Au modificados con MIP y NIP no presentaron diferencias
significativas. Debido a esto, se llevaron a cabo mas caracterizaciones como
complemento al andlisis de los electrodos, con el objetivo de evaluar con mayor

precision el grado de modificacién.
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Figura 11. Caracterizacién por CV de electrodos de Au serigrafiados en solucién de
K3[Fe(CN)e] 2 mM en H2SO4. Electrodo de Au desnudo (negro), electrodo de Au
modificado con 6-mercaptohexanol (rojo), electrodo NIP (rosa) y electrodo MIP (azul).

4.1.2.2 Espectroscopia de Impedancia (EIS)

Como parte integral de las caracterizaciones electroguimicas que buscan evaluar
el grado de modificacion en los electrodos de Au, se llevé a cabo un estudio
mediante espectroscopia de impedancia electroquimica. Los espectros
correspondientes a los electrodos de Au sujetos a modificaciones reflejaron un
semicirculo de Nyquist, una caracteristica que emerge cuando se incrementa la

resistencia del electrodo.

La Figura 12 ilustra en color verde la sefal proveniente del electrodo sometido
a una modificacion quimica mediante el monémero 6-mercaptohexanol. En este
caso, el pequefio semicirculo de Nyquist indica una modificacién en la resistencia
del electrodo. Por otro lado, en azul se presenta la sefal correspondiente al

electrodo de Au sin modificacion, evidenciando una forma que carece de un
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semicirculo, manifestando un comportamiento de transferencia de electrones, en
concordancia con lo expuesto por Laschuk y Colegas (Laschuk et al. 2021) en su

investigacion.

Aunque se esperarian patrones similares en las sefiales para los electrodos de
Au modificados con MIP y NIP, nuestros resultados muestran una marcada
diferencia en la transferencia de carga entre ambos. Esta diferencia se observa en
la Figura 12, con la sefial en rojo representando la modificacion con MIP y la sefial
en negro para la modificacion con NIP. Esta variacion podria atribuirse a una
disimilitud en la disposicién de la red polimérica en el electrodo, resultado de las

cavidades generadas por la impresion molecular y la subsiguiente eliminacién de

la plantilla.
2000
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Figura 12. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) a electrodos serigrafiados.
Electrodo de oro desnudo (azul), electrodo MIP (rojo), electrodo NIP (negro) y electrodo

modificado quimicamente con monémero (verde).
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4.1.3 Caracterizacion Fisicoquimica

4.1.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR)

La figura 13 exhibe los resultados obtenidos mediante la caracterizacion
fisicoquimica utilizando la técnica de FTIR-ATR. Los espectros FTIR presentan las
huellas quimicas correspondientes a cada etapa de modificacion en el desarrollo
del electrodo-MIP. El espectro en negro representa al electrodo de oro serigrafiado
en su estado sin modificacion, el cual se emplea como control para establecer

comparaciones con los espectros de los demas tratamientos.

El espectro en rojo corresponde a la primera etapa de modificacion del
electrodo de oro. En él, se aprecian los enlaces C-H a 2860 cm™! y O-H a 3315
cm™1, atribuidos al 6-mercaptohexanol, consistentes con lo indicado por Anyaogu y
Colaboradores (Anyaogu et al., 2008) en su propia investigacion. Por otro lado, el
color azul revela nuevas bandas en el espectro FTIR, localizadas a 1715 cm™! y
1080 cm™!, que corresponden a los enlaces C=0 y C-O respectivamente. Estos
enlaces derivan de los grupos funcionales presentes en la modificaciébn quimica
con 3-trimetoxisililpropil metacrilato, segin lo sefalado por Cordova vy
Colaboradores (Cordova et al., 2020).

En el espectro en verde, se muestra la modificacion del electrodo con los
MIPs, mientras que la linea rosa presenta la modificacion con los NIPs. Ambos
espectros son similares, con la diferencia principal situada en la banda de 1540
cm™, la cual se relaciona con el enlace C-F. La figura 14 es una amplificacién en
la region entre los 1000 y 1600 cm, que nos permite evidenciar una sefial
relacionado con el enlace C-F. Dicha banda es caracteristica de las
fluoroquinolonas, como también observaron Yan y Colaboradores (Yan et al.,
2013) en su investigacion. Estos resultados nos permiten concluir que el electrodo-
MIP efectivamente contiene la huella molecular del enrofloxacino en su

modificacion con los polimeros de impresion molecular, como se observa en la
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(figura 14a), en contraste con el electrodo-NIP (figura 14b) que se caracteriza por

la ausencia del analito.

Estos hallazgos complementan la informacion y contribuyen a confirmar la

modificacion del electrodo de oro en cada una de las etapas del proceso.
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Figura 13. Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR). Electrodo-
MIP (verde), Electrodo-NIP(rosa), Modificacion quimica con 3-TPM(azul), Modificacion
guimica con 6-Mercaptohexanol (rojo) y Electrodo control (negro).
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Figura 14. Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR). Electrodo-

MIP (a), Electrodo-NIP(b).
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4.1.4 Influencia del pH

Luego de llevar a cabo una detallada caracterizacion electroquimica de los
electrodos de oro modificados, se aplico la técnica de voltamperometria de onda
cuadrada (SWV) como método electroanalitico principal para la determinacion de
enrofloxacina. El enfoque principal de este andlisis radicaba en evaluar cémo el
pH influia en el proceso de oxidacion de la enrofloxacina. El objetivo era obtener
una respuesta de corriente lo suficientemente robusta para respaldar un andlisis
cuantitativo adicional. Esta evaluacién del pH se llevé a cabo en un rango,

abarcando desde un pH 3 hasta un pH 6, utilizando un buffer de acetato.

Las representaciones gréaficas de los resultados en la Figura 15 indican que a
medida que el pH de la solucion aumenta, el pico maximo de corriente asociado
con la oxidacion de la enrofloxacina disminuye en intensidad. Ademas, se observa
un desplazamiento en el potencial de ventana para cada valor de pH de la
solucion. Estos resultados concuerdan con observaciones previas realizadas por
Hernandez y su equipo (Hernandez et al., 2021), quienes sefialaron que los
cambios en el pH del buffer podrian tener un impacto directo en la reaccién
electroquimica de la enrofloxacina. Esto sugiere que las propiedades
electroquimicas de la enrofloxacina son influenciadas por la acidez o la alcalinidad

del entorno durante el andlisis.

Cabe resaltar que la sefial de corriente correspondiente a la oxidacién de la
enrofloxacina tiende a manifestarse en un potencial de ventana de alrededor de
0.9 V. Esta observacion estd respaldada tanto por este estudio como por
investigaciones anteriores, como la de Siyu Lu y su grupo (Siyu Lu et al., 2021).
Ademas, el estudio revela que la sefal de corriente para la soluciéon con un pH de

3 coincide con el mencionado potencial de ventana de 0.9 V.

Basandonos en estos hallazgos, se tomé la decision de establecer el pH 3
como las condiciones Optimas para los experimentos subsiguientes. Estos

resultados influyen significativamente en la metodologia y el disefio de los
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experimentos posteriores, garantizando que las condiciones sean lo mas

apropiadas posible para lograr mediciones precisas y consistentes.

Como parte de la investigacion se centré en la construccion de una curva de
calibracion que relacionara la respuesta actual obtenida en funcién de las distintas
concentraciones de enrofloxacina. La Figura 16 ilustra un pico de corriente lineal
que muestra una relacion directamente proporcional entre las concentraciones de
enrofloxacina y la respuesta de corriente. Esto se reafirma mediante el alto

coeficiente de determinacion (R2) de 0.9947.

Adicionalmente, observaciones similares se documentaron en una
investigacion realizada por Antilén y colaboradores (Antilén et al., 2017). En su
estudio, se noté que las moléculas de enrofloxacina podrian existir en diferentes
estados, como cation (ENR+), anion (ENR-) o zwitterion (ENRz), en funcion del
pH del entorno. Este conocimiento es esencial para comprender la complejidad de
los procesos quimicos y fisicos involucrados en el procedimiento electroanalitico.
Ademas, subraya la importancia de considerar la naturaleza quimica de las
moléculas bajo estudio y cOmo esta puede variar segun las condiciones de pH, lo
cual, impacta directamente en el rendimiento y la interpretacion de los resultados

electroquimicos.

39



30

1/ pA

T
04 0.6

E/V

0.8

Figura 15. Voltametria de onda cuadrada (SWV) a muestras de enrofloxacina preparadas

a una concentracion de 3 mM en diferentes soluciones tampén de pH.
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Figura 16. Voltametria de onda cuadrada (SWV) a muestras de enrofloxacina preparadas

a pH 3 en diferentes concentraciones.
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4.1.5 Respuesta de los electrodos MIP y NIP

Se procedid a realizar un analisis comparativo de la respuesta electroquimica
entre distintos tipos de electrodos con respecto a la enrofloxacina molecularmente
impresa. Esto se logré a través de la técnica de voltamperometria de onda
cuadrada (SWV), evaluando los electrodos MIP, NIP y desnudo en presencia de
enrofloxacina. La Figura 17 refleja el pico de corriente que corresponde al proceso
de oxidacion de la enrofloxacina, con una concentraciéon de 1 mM y un potencial
de ventana de 0.9 V, para el electrodo de Au modificado con MIP. Asimismo, se
puede identificar un pequefio pico de corriente ligado al proceso de oxidacion de la
enrofloxacina en el electrodo de Au modificado con NIP. Esta respuesta puede
atribuirse a interacciones no especificas o a areas no modificadas en el electrodo
de Au.

Adicionalmente, se observa una sefal de corriente de oxidacion menor en el
electrodo de Au desnudo. Sin embargo, cuando se compara esta sefial con la que
se obtiene del electrodo de Au modificado con MIP, se observa una diferencia
considerable. Esto se debe a que la modificacion de los electrodos con MIP
concentra en mayor medida la muestra de analito en las cavidades de la impresién
molecular. Esto coincide con lo expuesto por Seguro y colaboradores (Seguro et
al., 2022) en su investigacion. Ellos realizaron la modificacion de electrodos de Au
serigrafiados con polimeros de impresion molecular donde observaron una mayor
seflal para los electrodos con MIP, adicionalmente también observaron una
pequefia sefal de oxidacion en los electrodos de Au desnudos la que fue atribuida
a la oxidacién de particulas de Au formadas sobre la superficie del electrodo.

Los resultados obtenidos presentan diferencias notables no solo en
comparacion con los electrodos de Au desnudo, sino también entre los electrodos
NIP y MIP. Esta diferencia sugiere la formacion de polimeros con caracteristicas
distintas en los electrodos MIP y NIP, lo que refleja la influencia de la impresién

molecular en la selectividad y sensibilidad del electrodo.
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Este analisis comparativo proporciona un panorama de como la modificacion
molecular contribuye directamente en la capacidad de concentrar y detectar la
enrofloxacina en los electrodos. La diferencia en las sefiales obtenidas entre los
electrodos desnudo, NIP y MIP subraya la importancia de la impresion molecular

para mejorar la selectividad y la respuesta del electrodo.
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Figura 17. Voltametria de onda cuadrada (SWV) a electrodos de Au modificado en
presencia de una muestra de enrofloxacino a 1 mM en una solucion buffer de pH 3.

4.1.6 Deteccion electroquimica de enrofloxacino

En la Figura 18 se observa un andlisis mediante SWV en el que se emplea un
electrodo de oro modificado con MIP y distintas concentraciones de enrofloxacino
en un buffer con pH 3. Los resultados obtenidos sefialan un rango lineal que
abarca concentraciones de enrofloxacino desde 10 hasta 100 uM, con un limite de
deteccion (LOD) de 2 uM L. Es importante destacar que estas concentraciones
se sitlan por debajo de los limites establecidos por las comisiones reguladoras,
que oscilan entre 100 y 300 uM, segun lo reportado en el estudio de Lebelo y

colaboradores (Lebelo et al., 2017).

42



El desarrollo de biosensores basados en polimeros de impresion molecular
para la deteccion de enrofloxacino revela cualidades destacables que resultan
comparables a las técnicas tradicionales de deteccion, como la cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) o los ensayos inmunoenziméticos (ELISA). Esta
plataforma de deteccion aporta ventajas notables, entre ellas, una inversion
econdémica reducida y la capacidad de detectar y cuantificar analitos sin necesidad
de recurrir a instalaciones de laboratorio. Una investigacion similar con estas
caracteristicas lo presenta el sensor desarrollado por Seguro y sus colaboradores
(Seguro et al., 2022), en el cual se emplean polimeros de impresion molecular

para el desarrollo de un sensor electroquimico.

Estos resultados evidencian que el electrodo de oro modificado con MIP
demuestra ser eficaz en la determinacion de enrofloxacino. Su rango lineal de
deteccién y el LOD obtenido se alinean adecuadamente con los parametros
requeridos por las comisiones reguladoras. La incorporacion de polimeros de
impresion molecular en biosensores otorga ventajas sustanciales tanto en
términos de costos como de portabilidad, a la par de las técnicas de deteccion
convencionales. De esta manera, podemos decir que el uso de polimeros de
impresion molecular puede potenciar la capacidad de los biosensores para cumplir
con requisitos de precision y aplicabilidad en diferentes contextos analiticos.

43



b — 100 uM
— 80 uM
— 60 uyM
— 40 uM
— 20 pM
—10 uyM

1/ pA

T T T T T
0 20 40 60 80 100

[Enro] uM L

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V

Figura 18. Voltametria de onda cuadrada (SWV) a electrodo de Au modificado con MIP

en presencia de enrofloxacino a diferentes concentraciones en solucion buffer pH 3.

4.1.7 Selectividad del electrodo-MIP

La figura 19 muestra el comportamiento de la oxidacion de diversos farmacos,
incluyendo Ciprofloxacino, Acido Nalidixico, Diclofenaco, Azitromicina, Rifaximina
y Enrofloxacino, mediante la técnica de SWV en un buffer de acetato a pH 3. Por
otro lado, se obtuvieron resultados sustantivos en el estudio de la selectividad del
electrodo-MIP hacia la enrofloxacina, presentados en la figura 20. El grafico
muestra el porcentaje de sefal de corriente derivada de la técnica de SWV para
cada uno de los farmacos bajo analisis. La sefial de corriente en color rojo
representa el porcentaje de oxidacion a una concentracion de 1 mM para cada
farmaco de manera individual al emplear el electrodo-MIP. Los resultados indican

gue este ultimo presenta un porcentaje de sefial de corriente mas alto para la
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enrofloxacina en comparacion con los demas farmacos. Esta diferencia se origina
en la capacidad del enrofloxacino para interactuar de manera mas efectiva con los
grupos funcionales de las cavidades en la impresion polimérica molecular.
Especificamente, este farmaco puede formar enlaces de hidrégeno en mayor
medida que los otros compuestos debido a la adaptacion de la impresion en el
polimero, que concuerda con el tamafo, forma y posicion de los grupos
funcionales de la molécula de enrofloxacina. Esta afinidad diferenciada se
asemeja a lo demostrado por Qu y su equipo en su estudio de 2008 (Qu et al.,
2008), donde desarrollaron polimeros de impresion molecular en forma de esferas
para la detecciéon de enrofloxacina, destacando la mayor selectividad de este

farmaco.

De igual modo, en los resultados de la figura 20 se observa que el
ciprofloxacino exhibe una sefal de corriente superior en comparacion con los otros
farmacos. Esta respuesta se explica por la similitud estructural sustancial entre el
ciprofloxacino y el enrofloxacino. No obstante, a pesar de esta inclinacion mas alta
del electrodo-MIP hacia el ciprofloxacino, sigue manifestando una preferencia y
selectividad notables hacia el enrofloxacino. Esta diferenciacion reafirma la
capacidad de la impresidbn molecular para crear una interaccion selectiva y
especifica con un analito particular en un entorno complejo de multiples

componentes.

En conjunto, estos resultados destacan la capacidad del electrodo-MIP para
identificar y cuantificar de manera selectiva la enrofloxacina, enriqueciendo las
posibilidades de la deteccién precisa y efectiva de este farmaco en diversas

aplicaciones.

45



10

o f oo S
] if:j? o SO X032 v
il /'\/L,IA,, o o ke % ©/\F
g4 LA acibo A i ——
RIFAXIMINA NALIDIXICO AZITROMICINA DICLOFENACO
o o Noﬂolimp
o e 0,
<4 | i ENROFLOXACING
s CIPROFLOXACINO
— 4_
2_
: T Y T v T ¥ T v T v
0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

E/V

Figura 19. Voltametria de onda cuadrada (SWV) a diferentes farmacos en concentracion
de 1mM en buffer de acetato pH 3
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Figura 20. Evaluacién de selectividad del electrodo-MIP con diferentes farmacos a una
concentracion de 1mM en buffer de acetato pH 3
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4.1.8 Especificidad del electrodo-MIP

La figura 21 expone los resultados obtenidos en el estudio de la especificidad de
los electrodos-MIP en relacion con la enrofloxacina. En la figura 21(a), se
representa el pico de corriente de oxidacion de la enrofloxacina a diversas
concentraciones, variando desde 0.1 hasta 1 mM. Se observa una progresion
gradual de la corriente en funcién del aumento de la concentracion. En la figura
21(b), se presenta la curva de calibraciébn correspondiente, que ilustra una
correlacion lineal con las diferentes concentraciones de enrofloxacina. Estos
hallazgos concuerdan con resultados presentados por Lu y su equipo (Lu et al.,
2021), donde se encontraron correlaciones positivas entre la respuesta del sensor
(expresada en términos de corriente) y las concentraciones de enrofloxacina,

evidenciando dos rangos lineales en 0.05-10 uM y 10-120 pM.

Asimismo, se exploré el comportamiento de oxidacion de la enrofloxacina en
soluciones complejas, como se aprecia en la figura 21(c). Se observa una ligera
reduccion en el pico de corriente de oxidacion en cada una de las concentraciones
medidas, en comparacion con los datos de la figura 21(a). Esta disminucion podria
derivar de interacciones entre los otros farmacos presentes en las soluciones y los
grupos funcionales en las cavidades de la impresion polimérica molecular.
Especificamente, esta interaccion podria estar vinculada a la formacion de
puentes de hidrogeno, tal como se evidencié en el estudio de selectividad. Esta
observacion sugiere una interaccion inespecifica de cierta magnitud hacia
farmacos pertenecientes a la misma familia o0 que comparten una estructura
quimica similar, como se muestra en la investigacion realizada por Chen vy
colaboradores (Chen et al., 2022), donde se noté una respuesta significativa en

farmacos interferentes, en su mayoria fluoroquinolonas.

A pesar de estas interacciones inespecificas, los resultados persisten en
demostrar una alta especificidad hacia la enrofloxacina, como refleja la curva de
calibracion en la figura 21(d), presentando un rango de deteccion lineal para las

concentraciones estudiadas.
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La especificidad de los electrodos-MIP hacia la enrofloxacina se reafirma
mediante la curva de calibracion. Aunque se percibe una ligera interaccion
inespecifica con farmacos de la misma familia o con estructuras quimicas
similares en soluciones complejas, esta interaccion no afecta de manera
significativa la capacidad de deteccion y cuantificacion de la enrofloxacina en el
rango de concentraciones examinado. Esta investigacion resalta la confiabilidad y
efectividad de los electrodos-MIP como herramientas de deteccion especificas y

selectivas para la enrofloxacina en contextos analiticos diversos.
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Figura 21. Voltamperometria de onda cuadrada (SWV) a Electrodo-MIP, (a) solucion de
enrofloxacino a diferentes concentraciones (b) curva de calibracion para solucion de
enrofloxacina, (c) soluciones complejas de enrofloxacino a diferentes concentraciones, (d)

curva de calibracién para soluciones complejas de enrofloxacina.
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CAPITULO 5
5.1 CONCLUSIONES

Este estudio dio lugar al desarrollo de un nuevo sensor electroquimico mediante la
modificacion de electrodos de oro serigrafiados con polimeros molecularmente
impresos, con el propdsito de detectar enrofloxacino. Este sensor de disefio
sencillo y funcional demuestra la capacidad de detectar niveles de concentracion
de enrofloxacino por debajo de los limites permitidos, en contraste con los niveles
detectados mediante métodos tradicionales como la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). Ademas, una ventaja significativa radica en su portabilidad, lo
que le permite llevar a cabo la deteccién y el analisis en el campo, en un periodo
de alrededor de ~5 minutos, eliminando la necesidad de trasladar la muestra al

entorno de un laboratorio.

No menos importante, estos electrodos serigrafiados modificados son
reutilizables, aspecto que incrementa su atractivo, especialmente cuando se
compara con métodos mas convencionales como los mencionados anteriormente.
Esta caracteristica no solo confiere un valor econdmico, sino que también
contribuye a la sustentabilidad al reducir la generacion de desechos y el consumo
de recursos. En conjunto, este enfoque innovador aborda varios desafios

asociados con la deteccion precisa y eficaz de enrofloxacino.

No obstante, aunque este sensor electroquimico muestra promesas
considerables, es importante mencionar algunas posibles limitaciones. La
selectividad del sensor en presencia de compuestos similares podria ser objeto de
un mayor estudio y refinamiento. Ademas, la sensibilidad y la precision podrian
mejorarse aun mas en futuras investigaciones, lo que contribuiria a su
aplicabilidad en una gama mas amplia de escenarios. En resumen, esta
investigacion destaca como la integracion de la impresibn molecular en la
deteccién electroquimica puede brindar soluciones valiosas y con potencial en el

ambito de la medicina, la seguridad alimentaria, entre otros.
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5.2 PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

El desarrollo de este sensor electroquimico mediante el empleo de polimeros de
impresion molecular establece un camino intrigante y lleno de posibilidades para la
creacion de sensores avanzados destinados a la deteccion de contaminantes
emergentes. Este enfoque no solo presenta un salto cualitativo en términos de
precision y especificidad, sino que también ofrece una perspectiva mas amplia en
cuanto a la aplicacion de la tecnologia de impresidbn molecular en campos

diversos.

A pesar de estos avances notables, queda un espacio importante para la
investigacion futura en esta area. Es esencial continuar llevando a cabo estudios
exhaustivos para evaluar la selectividad del sensor frente a otras moléculas de
interés. Esta evaluacion contribuiria a confirmar la versatilidad y la aplicabilidad del

sensor en diferentes contextos analiticos.

En el camino hacia la mejora y la innovacion, resulta fundamental considerar el
uso de materiales que puedan potenciar la sensibilidad del dispositivo. La
incorporacion de nanoparticulas metalicas o monomeros con propiedades
electroactivas podria tener un impacto significativo en la capacidad de deteccién y
en la respuesta del sensor. Esta estrategia podria resultar en una mayor precision

y en la ampliacién de los limites de deteccidn.

Ademas, una direccidbn prometedora para investigaciones futuras implica
explorar nuevas metodologias para la modificacién de los electrodos serigrafiados.
Esto podria implicar la busqueda y adaptacion de técnicas de modificacién que
optimicen aun mas el rendimiento del sensor en términos de sensibilidad,

selectividad y estabilidad.

En dltima instancia, esta investigacion sienta las bases para una nueva
generacion de sensores electroquimicos altamente especializados y capaces de
abordar retos complejos en la deteccibn de contaminantes emergentes. La

continuacion de la exploracion y la innovacion en este campo promete
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contribuciones significativas en areas criticas como la seguridad alimentaria, el

monitoreo medioambiental y la salud publica.
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Abstract: An electrochemical sensor was fabricated for the rapid and simple
detection of enrofloxacin (EF). Modification of screen-printed gold electrodes
(SPE) with molecularly imprinted polymers (MIPs) allowed the detection of
enrofloxacin by square wave voltammetry (SWV) measuring the oxidation
peak at +0.9V. The detection principle of molecularly imprinted polymers
(MIPs) is based on the formation of binding sites with affinities and
specificities comparable to those of natural antibodies. The detection of
enrofloxacin was in a linear range of 10-100 uM L with a detection limit LOD
of 2 uM L. The development of a non-imprinted polymer (NIP) control
sensor allowed for a better and more efficient detection. In addition, the
sensor is portable, thus has the advantage of analyzing and detecting
molecules of interest without the need to take the sample to a laboratory.

Keywords: Electrochemical; Sensor;

Molecularly imprinted polymers;

Enrofloxacin; SPE
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Scheme 1. Graphical representation of an electrochemical sensor.

1. Introduction

The development of new devices and analytical techniques with
high selectivity and precision are of great importance in different
areas, for example environmental, food, pharmaceutical, among
others, to determine organic compounds [1]. Specifically,
electrochemical techniques have gained interest due their advantages
such as: low cost, fast response and portability compared with
conventional methods [2, 3]. Electrochemical sensors have analytical
applications such chemosensor which converts the physical, chemical
and/or biological signals into a quantifiable electrochemical signal.
Voltammetry, amperometry conductivity, and capacitance or
impedance properties can be used to determine an analyte [3].
Actually, to improvements sensitivity and selectivity, in substances
detection processes, the modifications of electrodes with molecularly
imprinted polymers (MIP's) are investigated [4, 5]. The use of MIPs
has become a very important tool for the detection of chemical
substances and biological compounds for environmental and food
monitoring. In addition, MIPs have been used as new molecular
recognition materials for applications in the detection and removal of
chemical and biological contaminants [6, 7].

Molecular imprinting is a tool that relies on the principles of
molecular recognition of biological processes to generate artificial
macromolecular receptors [8, 9] in which a target molecule acts as a
template. Functional monomers interact around it, and subsequently,
the monomers cross-link them to copolymerize and form a shell-like
structure [9]. After polymerization and removal of the template, the
binding sites are exposed in such a way that they are complementary
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to the template in size, shape, and position for their functional groups
which are held in place in the newly formed cross-linked structure
[10].

The modification of electrodes whit MIPs could be an alternative
with many advantages, including recognition properties, low cost and
the possibility of a comfortable and simple design. For these reasons,
electrochemical sensors have drawn much attention for the detection
of organic compounds, such as emerging contaminants [11, 12].

Enrofloxacin, a member of the fluoroquinolone family, is an
antimicrobial approved by the Food and Drug Administration (FDA)
for exclusive use in veterinary medicine and has demonstrated its
efficacy in the treatment of bacterial diseases derived from
aquaculture farms [13]. The advantage of enrofloxacin relies on its
wide spectrum of antibacterial activity, for example, strong
bactericidal power, fast action and wide distribution in the body [14].
One of the main problems generated by the mishandling of antibiotics
precisely for enrofloxacin in aquaculture uses, is their association with
environmental issues and health problems. Specifically, the
accumulation of enrofloxacin residues in shrimp tissues derived from
improper practices have caused potential problems to human health
[15, 16]. Therefore, it is important to evaluate the presence of
antibiotic residues in food. The agrifood sector has been carefully
monitored to verify compliance with the maximum limits for toxic
residues and contaminants in food products [17].

In this work, we describe the development of an electrochemical
sensor based on the use of screen-printed gold electrodes (SPE)
modified with molecularly imprinted polymers for the detection of
enrofloxacin by electrochemical techniques.

2. Materials and Methods
2.1. Materials and reagents

Acetonitrile (ACN), 6-mercaptohexanol, potassium
hexacyanoferrate ~ (III) Ks  [Fe(CN)s], sulfuric acid, 3-
trimethosixylpropyl methacrylate (3-TPM), enrofloxacin (EF),
methacrylic acid (MAA), ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA),
ferrocenylmethyl methacrylate and ammonium persulfate (APS) were
used. All of the reagents were of analytical grade. Additionally,
screen-printed gold electrodes and a sensit smart potentiostat
equipment were used for all electrochemical studies.

2.2. Electrode Preparation

Screen-printed gold electrodes were subjected to a washing and
activation process using a Sensit Smart potentiostat. The process was
carried out for 80 cycles in a cyclic voltammetry (CV) with a potential
window from -0.7 to 1.2 V and a scanning rate of 50 mV placing a
drop of a 0.1 M H:50s solution and subsequently washing with H20
every 20 cycles.
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2.3. Chemical modification of the screen-printed electrode

After washing and activating the gold electrode, it was
chemically modified by adding 10 pL of the 6-mercaptohexanol
monomer to the working electrode and it was dried at room
temperature for 24 hours and then washed with abundant water to
remove monomer excess. A second modification was performed by
adding 15 pL of 3-TPM, to the electrode surface and allowed to dry at
room temperature for 24 hrs. Finally, a wash with abundant water
was carried out to eliminate the excess or residues of unreacted
monomer and it was stored for the following modifications.

2.4. Synthesis of molecularly imprinted polymers

The synthesis of MIPs was carried out on the surface of the
electrode previously modified with the 3-TPM monomer. In a round
bottom flask, 100 mL of acetonitrile containing 52.1 mg of enrofloxacin
as template, 100 pL of methacrylic acid as functional monomer and
1.09 mL of ethylene glycol dimethacrylate as crosslinking monomer
were added. The solution was subjected to an ultrasonic bath for 30
min. Then 20 mg of ferrocenylmethyl methacrylate were added, and
the solution was kept under constant stirring in a nitrogen
environment to purge the oxygen present in the solution.
Subsequently, the gold electrode was suspended in the solution and
11.5 mg of ammonium persulfate were added to initiate
polymerization on the electrode, and it was left in a nitrogen
environment for 24 hours at room temperature.

Once MIPs were polymerized on the surface of the electrode,
they were washed with methanol and acetic acid in a 9:1 ratio and
kept under vigorous magnetic stirring overnight to remove the
template from the MIPs. Finally, additional washes were carried out
with 80% methanol. Additionally, the synthesis of a NIP control
sample was performed under the same conditions without the
enrofloxacin template.

2.5. Sample preparation

A stock sample of enrofloxacin was prepared at 0.01 M, 36.70 mg
were weighed and dissolved in 10 mL of H2SO4 0.1 M. To evaluate the
optimal working pH, samples of 3 mM enrofloxacin at pH 3 to pH 6
were analyzed. 15 pL of solution were placed on the bare gold
electrode and was analyzed using the square wave voltammetry
(SWV) technique.

2.6. Morphological characterization

A morphological characterization of the screen-printed electrodes
was carried out to observe the modification on the surface of the
electrodes with MIPs. This characterization was carried out by atomic
force spectroscopy (AFM) using the AFM model Alpha300RA (WiTec,
Germany)
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2.7. Electrochemical characterization

As part of the characterization of the modified gold electrode, a
study was carried out using cyclic voltammetry and impedance
spectroscopy (EIS) techniques to study the degree of modification of
the electrode surface. Additionally, a study was carried out using
atomic force microscopy (AFM) to analyze the modification in the
electrode. The CV study was performed using a 2 mM Ks[Fe(CN)s] in
0.1 M H:SOs solution, where a 15 pL drop from the solution was
placed on the working electrode and a CV scan was then performed
with a potential window from -0.7 to 0.7 V and a scan rate of 50 mV.
For the EIS study, a drop of Ks [Fe(CN)¢] solution was placed and
analyzed using a frequency of 20 kHz. Additionally, a control sample
of 0.5 mM enrofloxacin was taken and a 15 pL drop of the solution
was placed on the electrode modified with MIPs and another drop on
the control electrode with NIPs, the analysis was carried out using the
SWYV technique with a potential window from 0 - 1.1 V applying a
scan rate of 0.08 v/s to observe a current signal corresponding to the
drug concentration.

2.8. Determination of the enrofloxacin

For the determination of enrofloxacin using gold electrodes
modified with MIPs, a study using the square wave voltammetry
(SWV) technique was carried out. Enrofloxacin samples were
prepared at different concentrations from 10 to 100 uM using pH 3
acetate buffer. A 15 pL drop of the solutions was taken and placed on
the MIPs-electrode, the analysis was carried out using the SWV
technique using a potential window from 0 - 1.1 V and applying a
scan rate of 0.08 v/s to observe a current signal corresponding to the
drug concentration.

3. Results and Discussion
3.1. Morphological characterization

The modification on the surface of the electrodes was observed
by atomic force microscopy as indicated in Figure 1. The bare
electrode in Figure 1(a), is our reference electrode without chemical
modifications, the surface of material is observed as smooth fields
with small protuberances typical of the electrode. In Figure 1(b and c)
the images clearly show that the polymers were coated on the bare
electrode. Figure 1(b) is our control NIP sample and it was not
molecularly imprinted due to the absence of the template and
minimal changes occurred, however, even so it is possible to observe
a disorganized morphology. Figure 1(c) shows the Au electrode
modified with the MIP, it shows great adherence on the surface of the
electrode, forming clusters with ordered arrangement of
hemispherical structures of approximate size of 1 micrometer
corresponding to the molecularly imprinted polymer.
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SPGE

Figure 1. Atomic force microscopy. Bare electrode (a), NIP-modified electrode
(b), MIP-modified electrode (c).

3.2. Electrochemical characterization

Electrochemical studies, based on the oxidation of organic
substances, are promising techniques for analytical purposes. Here,
studies were first carried out to determine the electrochemical
oxidation behavior of gold electrodes on each step of modification
with the polymers. This electrochemical study was performed by
cyclic voltammetry with a potential window from -0.7 to 0.7 V and a
scan rate of 50 mV. Figure 2 shows results obtained from CV analysis
of the electrodes, where the oxidation and reduction peaks for
Ks[Fe(CN)s] can be observed. As expected, with the modification of
the electrodes the cyclic voltammograms also changed, a shift of the
oxide-reduction peaks is shown, as well as a decrease in the intensity
of the current peaks as the modification of the electrode is achieved.
From here, we can deduce that the degree of modification is related to
the corresponding change in the Ks[Fe(CN)s] signal as also shown by
O'Sullivan et al. 2021 and Menon et al. 2018 [18, 19].
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Figure 2. Characterization by CV of screen-printed gold electrodes in solution
of 2 mM Kis[Fe(CN)s] in H2SOs Bare gold electrode (black), 6-
mercaptohexanol-modified gold electrode (red), NIP-electrode (pink), and
MIP-electrode (blue).

We noticed that the oxidation and reduction peaks of K3 of the
modified and non-modified electrodes were not significantly
different, therefore, to complement the analysis of the modified
electrodes, an electrochemical impedance spectroscopy study was
performed. Modified electrode spectra showed a characteristic
Nyquist semicircle indicating an increase in resistance. Figure 3 shows
the first chemical modification of the electrodes with 6-
mercaptohexanol and shows a small Nyquist semicircle which refers
to a lower resistance for electron flow compared to the unmodified
electrode as presented by Laschuk et al. 2021 [21] in their research.
Likewise, we would expect similar behaviors for MIP and NIP since
chemically there would be no difference. However, in our
experimental conditions, a considerable difference in charge transfer
was observed in the MIP and NIP electrodes, which can be attributed
to a difference in the distribution of the polymer network on the
electrode due to the cavities formed by molecular imprinting of
enrofloxacin. These results confirm the successful modification of the
electrode.
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Figure 3. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) to screen-printed
electrodes. Bare Gold Electrode (Blue), MIP-Electrode (Red), NIP-electrode
(Black) and electrode chemically modified with monomer (green).

3.3. Influence of pH and supporting electrolyte

After electrochemical characterization of modified electrodes,
square—wave voltammetry was used as the electroanalytical technique
for the enrofloxacin determination. The analysis was done to evaluate
the influence of pH to obtain the best enrofloxacin peak with
sufficient current response for further quantitative analysis. The
buffers used were in the pH range from 3 to 6. Figure 4 shows that as
the pH value of the solution increases, the oxidation peak
corresponding to the EF decreases the maximum current intensity
peak and a shift in the window potential occurs for each pH of the
solution. These results correspond to reported by Hernandez et al.
2021 [20]. The characteristic peak of oxidation of enrofloxacin appears
at 0.9 V, corresponding to the peak shown in the solution with pH 3.
Based on these results, we decided that the optimal conditions to
work all further experiments were at pH 3. The following study
consisted of obtaining a calibration curve of current response versus
EF concentrations. Figure 5 shows a linearity current peak
proportional to EF concentrations with the coefficient of
determination (R?) of 0.9947. This study is important to understand
the nature of the chemical and physical processes involved in the
electroanalytical procedure.
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Figure 4. Square wave voltammetry (SWV). Enrofloxacin samples prepared at
3 mM concentration in different pH Buffer solutions.
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Figure 5. Square wave voltammetry (SWV). Enrofloxacin samples prepared at
pH 3 in different concentration.
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3.4. SWV response of electrodes to enrofloxacin detection

In order to compare the electrochemical response of the modified
electrode with the molecularly imprinted enrofloxacin, SWV analysis
was performed for the MIP, NIP, and bare electrodes in the presence
of enrofloxacin. Figure 6 shows the well-defined oxidation peak of
enrofloxacin at the window potential of 0.9 v for the electrode
modified with MIP, it was also observed in the current peak shown in
Figure 5 at a concentration of 1 mM; likewise a small oxidation peak is
observed for the NIP control electrode, which is attributed to non-
specific interactions or small unmodified areas in the electrode, it is
also observed for the bare electrode that also presents a small signal
corresponding to the oxidation of enrofloxacin at pH 3 as shown in
Figure 4. However, when compared to the corresponding signal from
the MIP-electrode, the current peak is much higher due to the
modification of the electrodes with the MIPs, concentrating in a
greater proportion the analyte sample in the cavities of the MIP
polymer as also reported by Seguro et al. 2022 [22]. Therefore, this
system may be used for the detection of enrofloxacin.
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Figure 6. Square wave voltammetry (SWV) to modified gold electrodes in the
presence of a sample of enrofloxacin at 1 mM in a pH 3 buffer solution.

3.5. Detection of enrofloxacin

Finally, as part of the results obtained for the determination of
enrofloxacin, in Figure 7 the analysis by SWV using electrode-MIP
and different concentrations of enrofloxacin prepared in buffer pH 3
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is shown. The study was carried out at different concentrations of
enrofloxacin, detecting a linear range of concentrations from 10 to 100
uM with a detection limit (LOD) of 2 uM L-!, these concentrations of
enrofloxacin are below the levels allowed of 100 to 300 pM by
regulatory commissions, in this sense the development of biosensors
from molecular imprinted polymers for the detection of enrofloxacin
presents great characteristics comparable to the detection of
conventional equipment such as HPLC or ELISA. The main
advantages of this detection system are its low cost and the ability to
detect and quantify analytes without having to take samples to a
laboratory (portability).
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Figure 7. Square wave voltammetry (SWV) to electrode-MIP in the presence
of enrofloxacin at different concentrations in buffer solution pH 3.

5. Conclusions

In summary, a new electrochemical sensor was developed from
the modification of screen-printed electrodes with molecularly
imprinted polymers for the detection of enrofloxacin. This easy and
practical sensor can detect concentration levels of enrofloxacin
compared to conventional methods such as HPLC. Additionally, since
it is portable, it also has the advantage of being able to detect analytes
in the field in around ~5 minutes, without the need to take the sample
to a laboratory. Finally, these modified screen-printed electrodes are
reusable, making them highly interesting while considering their
expense, specially when comparing it to more conventional methods
as mentioned before.
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