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SUMMARY 
Accurate and sensitive detection of contaminants such as mycotoxins is a priority 
challenge in the field of food safety. In this context, fully engineered molecular 
imprinted polymers (MIPs) have emerged as a very attractive alternative to antibodies 
and the corresponding biosensors due to their high analyte selectivity, chemical 
stability, low cost and reusability. This thesis focuses on the design and development 
of advanced analytical methods and functional devices based on MIPs, with the aim 
of improving mycotoxin detection through innovative approaches never used before 
in combination with MIPs, such as electrochemiluminescence (ECL), bipolar 
electrochemiluminescence (BE) and photochemical amplification. Although one of 
the traditional goals of our research has been to apply them to real samples, not all 
systems have reached this validation stage due to the novelty of the strategies explored 
and the necessarily limited timeframe of the doctoral work. 

After a brief introduction, chapter 2 focuses on two main lines. Firstly, a previously 
unreported MIP-based method for the simultaneous preconcentration of zearalenone 
(ZON) and alternariol (AOH) was developed and optimized. By using MIPs together 
with a chemometric experimental design to optimize the experimental conditions, a 
robust procedure was established based on cartridges loaded with a 1:1 (w/w) mixture 
of the two mycotoxin-selective polymers, using specific solvents for optimal washing 
and elution. The extracts were analyzed by HPLC with direct fluorescence detection, 
showing lower detection limits of 5 µg kg⁻1 for ZON and 2 µg kg⁻1 for AOH. The 
method was successfully validated on vegetable oils with recoveries ranging from 
92% to 113% and low variation (RSD < 6%). Furthermore, the results were confirmed 
by HPLC-MS/MS, demonstrating the reliability of the method and the usefulness of 
MIPs as synthetic molecular recognition elements. 

In the second part, the synthesis of MIPs in nanogel format for the selective and rapid 
detection of mycophenolic acid (MPA), a mycotoxin with immunosuppressive 
properties, is explored. This type of MIPs has never been used for mycotoxin analysis. 
Due to the complexity of their preparation, a research stage was carried out at an 
international reference laboratory specialized in this type of material. Nanogels were 
obtained by solid phase polymerization and precipitation, and a detailed 
characterization of their physico-chemical properties (size, stability, recognition 
capacity) was carried out. Although a good structural characterization was obtained, 
the prepared nanogels showed a limited affinity for MPA, highlighting the need to 
redesign the system, either by incorporating more specific functional monomers 
and/or by using an alternative template molecule with available carboxylic groups to 
establish stronger interactions with the analyte. Nevertheless, this research has 
allowed us to gain a thorough understanding of the synthesis and behavior of MIPs in 
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nanogel format, laying the foundations for their future application to the detection of 
other mycotoxins of interest. 

Chapter 3 also consists of two parts: in the first, a hybrid sensor system for the 
detection of zearalenone (ZON) based on MIPs, bipolar electrochemistry (BE) and 
optical emission as a transduction signal, is described for the first time. The proof-of-
concept involved the wireless electroanalysis of ZON, a mycotoxin with estrogenic 
activity, using a light-emitting diode (LED) with a MIP-modified anode and a cathode 
golden wires, without physical (wireless) connection to feeders. Molecular 
recognition of the ZON by the thin MIP coating facilitates the redox reaction of the 
[Fe(CN)6]3‒/4‒ system at the gold wire ends of the LED, generating a light signal 
proportional to the analyte concentration. By integrating this system into a 
microfluidic platform, a highly sensitive analytical device was developed, capable of 
quantifying ZON in a linear range of 10 − 70 ng mL⁻1, demonstrating the potential of 
these sensors for portable applications in food contaminant analysis and visual 
warning systems. 

In the second part of Chapter 3, innovative polymer synthesis strategies of MIPs were 
explored with the aim of developing optical sensors based on these materials for the 
selective detection of AOH. In particular, two light-induced methods were 
investigated: direct photopolymerization and electrochemiluminescence (ECL)- 
induced polymerization. These strategies aimed to generate functional polymer 
monolayers on luminescent surfaces compatible with a future FRET (Förster 
resonance energy transfer)-based assay. To this end, light-emitting particles were 
synthesized and different initiator systems were analyzed, as well as the influence of 
experimental parameters such as the type of porogen. However, several technical 
challenges were identified, including unwanted monomer conversion during 
photopolymerization, the low efficiency of ECL systems using immobilized Ru(II) 
polypyridine complexes, the interference of DMSO as a co-reactant, and the general 
instability of the initiator system. Although it was not possible to obtain a functional 
optical sensor at this stage, the work provided valuable insight into the factors limiting 
the efficiency of these strategies, guiding future optimization in the development of 
MIP-based sensors with luminescent response. 

Finally, chapter 4  
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RESUMEN 
La detección precisa y sensible de contaminantes como las micotoxinas representa un 
desafío prioritario en el ámbito de la seguridad alimentaria. En este contexto, los 
polímeros de impronta molecular (MIPs),−totalmente artificiales−, se han revelado 
como una alternativa muy atractiva a los anticuerpos y los correspondientes 
biosensores, gracias a la notable selectividad al analito, estabilidad química, bajo coste 
y reusabilidad de los primeros. Esta tesis doctoral se centra en el diseño y desarrollo 
de métodos analíticos avanzados y dispositivos funcionales basados en MIPs, con el 
objetivo de mejorar la detección de micotoxinas mediante enfoques innovadores 
nunca antes utilizados conjuntamente con los MIPs, tales como la 
electroquimioluminiscencia (ECL), la electroquímica bipolar (BE) y la amplificación 
fotoquímica. Si bien uno de los fines habituales de nuestra investigación ha sido su 
aplicación en muestras reales, no todos los sistemas alcanzaron esta fase de validación 
debido a la novedad de las estrategias exploradas y al necesariamente limitado tiempo 
de ejecución del trabajo de tesis. 

Tras una breve Introducción, el capítulo 2 aborda dos líneas principales. En primer 
lugar, se desarrolló y optimizó un método basado en MIPs para la preconcentración 
simultánea de zearalenona (ZON) y alternariol (AOH), algo no descrito 
anteriormente. Mediante el uso conjunto de MIPs y un diseño experimental 
quimiométrico para la optimización de las condiciones experimentales, se logró 
establecer un procedimiento robusto basado en cartuchos cargados con una mezcla 
1:1 (p/p) de los dos polímeros selectivos a cada una de las micotoxinas, empleando 
disolventes específicos para el lavado y la elución óptimos. Los extractos se 
analizaron por HPLC con detección de fluorescencia directa, mostrando límites de 
detección inferiores a 5 µg kg⁻1 para ZON y 2 µg kg⁻1 para AOH. El método fue 
validado con éxito en aceites vegetales, alcanzando recuperaciones entre el 92% y el 
113%, con baja dispersión (RSD < 6%). Además, los resultados se confirmaron 
mediante HPLC-MS/MS, demostrando la fiabilidad del método y la utilidad de los 
MIPs como elementos sintéticos de reconocimiento molecular. 

En una segunda parte, se explora la síntesis de MIPs en formato nanogel para la 
detección selectiva y rápida de ácido micofenólico (MPA), micotoxina con 
propiedades inmunosupresoras. Este tipo de MIPs nunca antes había sido utilizado 
para el análisis de micotoxinas. Dada la complejidad de su preparación, se llevó a 
cabo una estancia de investigación en un laboratorio de referencia internacional 
especializado en este tipo de materiales. Durante ésta se obtuvieron nanogeles 
mediante polimerización en fase sólida y por precipitación, y se realizó una 
caracterización detallada de sus propiedades fisicoquímicas (tamaño, estabilidad, 
capacidad de reconocimiento). Aunque se obtuvo una buena caracterización 
estructural, los nanogeles preparados mostraron una afinidad limitada hacia el MPA, 
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lo cual pone de manifiesto la necesidad de rediseñar el sistema, ya sea mediante la 
inclusión de monómeros funcionales más específicos y/o mediante el uso de una 
molécula plantilla alternativa con grupos carboxilo disponibles para establecer 
interacciones más fuertes con el analito. A pesar de ello, esta investigación nos ha 
permitido adquirir un conocimiento profundo sobre la síntesis y comportamiento de 
MIPs en formato nanogel, sentando las bases para su aplicación futura en la detección 
de otras micotoxinas de interés. 

El capítulo 3 también comprende dos partes: en la primera, se describe por primera 
vez un sistema sensor híbrido para la detección de zearalenona (ZON) basado en 
MIPs, electroquímica bipolar (BE) y emisión óptica como señal de transducción. La 
prueba de concepto abordó el electroanálisis inalámbrico de ZON, una micotoxina 
con actividad estrogénica, utilizando un diodo emisor de luz (LED) con un ánodo 
modificado con MIP y un cátodo hechos de sendos hilos de oro, sin conexión física 
(wireless) a los electrodos “de alimentación” (feeders). El reconocimiento molecular 
de la ZON por el fino recubrimiento MIP facilita la reacción redox del sistema 
[Fe(CN)6]3‒/4‒ en los extremos de oro del LED, generando una señal luminosa 
proporcional a la concentración del analito. Al integrar este sistema con una 
plataforma microfluídica, se desarrolló un dispositivo analítico muy sensible, capaz 
de cuantificar ZON en un rango lineal de 10 a 70 ng mL‒1, mostrando el potencial de 
estos sensores para aplicaciones portátiles en el análisis de contaminantes alimentarios 
y sistemas de alarma visual. 

En la segunda parte del capítulo 3, se han explorado estrategias innovadoras de síntesis 
polimérica de MIPs con el objetivo de desarrollar sensores ópticos basados en estos 
materiales para la detección selectiva de AOH. En particular, se investigaron dos 
métodos inducidos por la luz: la fotopolimerización directa y la polimerización 
inducida por electroquimioluminiscencia (ECL). Estas estrategias buscaban generar 
monocapas poliméricas funcionales sobre superficies luminiscentes, compatibles con 
un futuro ensayo tipo FRET (Förster resonance energy transfer). Para ello, se 
sintetizaron partículas emisoras de luz y se analizaron distintos sistemas iniciadores, 
así como la influencia de parámetros experimentales como el tipo de porógeno. Sin 
embargo, se identificaron varios desafíos técnicos, entre los que se encuentran la 
conversión no deseada de monómeros durante la fotopolimerización, la baja eficiencia 
de los sistemas ECL que emplean complejos polipiridínicos de Ru(II) inmovilizados, 
la interferencia del DMSO al actuar como correactante y la inestabilidad general del 
sistema iniciador. Aunque no se logró obtener un sensor óptico funcional en esta 
etapa, el trabajo aportó un conocimiento valioso sobre los factores que limitan la 
eficacia de estas estrategias, orientando líneas de optimización futura en el desarrollo 
de sensores basados en MIPs con respuesta luminiscente. 
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Finalmente, el capítulo 4 



 

xiv 
 

  



 

 

CAPÍTULO 1 





1 
 

Capítulo 1. Introducción general 
1.1.  Polímeros de impronta molecular 

1.1.1. Concepto y componentes 

Los polímeros de impronta molecular (MIPs) son materiales sintéticos que tienen 
la capacidad de reconocer y unirse selectivamente a una molécula específica, imitando 
la función de los receptores naturales en los organismos vivos. Se fabrican mediante 
un proceso que involucra la impronta de una molécula objetivo, conocida como 
molécula plantilla, dentro de una matriz polimérica. Al finalizar la polimerización, la 
molécula plantilla se extrae de la matriz, dejando cavidades en el polímero que son 
complementarias en forma, tamaño y funcionalidad a la molécula original. Estos sitios 
de unión específicos están diseñados para interactuar con el analito de interés de forma 
recurrente (Figura 1).1 Simultáneamente, se emplean dos tipos de polímeros como 
controles para evaluar la eficacia del proceso de impronta molecular. Estos polímeros 
son conocidos como polímero sin impronta (NIP, del inglés non-imprinted polymer) 
y polímero control con impronta (CIP, del inglés control-imprinted polymer). El NIP 
se sintetiza en ausencia de la molécula plantilla, lo que implica que no presenta 
cavidades específicas para el reconocimiento molecular, y, generalmente, es menos 
poroso. Por otro lado, el CIP es un polímero con impronta molecular utilizando una 
molécula diferente a la de interés, lo que permite descartar que el reconocimiento 
molecular esté determinado exclusivamente por la porosidad del material. Ambos 
controles son importantes para validar la especificidad y el rendimiento del polímero 
con impronta molecular, si bien el CIP no siempre se prepara. 

Aunque los MIPs realizan funciones análogas a las de los sistemas biológicos de 
reconocimiento molecular, su elaboración a partir de estructuras poliméricas 
altamente reticuladas les otorga una mayor estabilidad, robustez y versatilidad en 
comparación con, por ejemplo, los anticuerpos. Además, su fabricación barata y su 
capacidad para prepararlos a gran escala, facilitan su aplicación en condiciones 
extremas.2,3 

 
Figura 1. Proceso general de impronta molecular. La molécula plantilla interactúa con los monómeros 
funcionales, formando una cavidad que se ajusta a su forma. Tras eliminar la plantilla, queda una cavidad 
vacía diseñada para reconocer y unirse nuevamente a la molécula objetivo. 
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Para la elaboración de polímeros de impronta molecular, es esencial comprender los 
roles de sus componentes fundamentales:4 

Molécula plantilla 

Proporciona la estructura específica que el polímero debe reconocer y ha de contener 
grupos funcionales que permanezcan inalterados durante la polimerización, así como 
grupos capaces de formar aductos estables entre la plantilla y el monómero. 

Monómeros funcionales 

Polimerizan alrededor de la plantilla para conformar la matriz polimérica. La 
selección del monómero funcional afecta a la estructura del sitio de reconocimiento, 
y su concentración influye en el número de sitios de unión. 

Monómeros entrecruzantes 

Agentes que estabilizan la estructura polimérica al formar una red tridimensional que 
fija los monómeros funcionales alrededor de la molécula plantilla. El tipo y cantidad 
de monómero entrecruzante son factores cruciales, ya que influyen directamente en la 
morfología y en el rendimiento mecánico del MIP. Un alto número de unidades de 
monómero entrecruzante por unidad de monómero funcional permite obtener un 
material poroso más estable. 

Disolvente o porógeno 

La naturaleza del porógeno afecta a la eficiencia de la impronta, ya que facilita la 
mezcla de los componentes de polimerización y promueve la interacción entre 
molécula plantilla y el monómero funcional. Un mayor contenido de porógeno resulta 
en un aumento en el tamaño de los poros del material. 

Iniciadores 

Los compuestos peroxídicos y azoicos se utilizan comúnmente como iniciadores en 
la síntesis de MIPs mediante polimerización por radicales libres. Este proceso debe 
realizarse en una atmósfera de gas inerte para prevenir reacciones secundarias con el 
oxígeno, que inhiben la polimerización.  

La eficacia y la especificidad del MIP en aplicaciones de reconocimiento molecular 
dependen de la selección y combinación precisa de estos componentes. 

1.1.2. Tipos de impronta 

Existen tres tipos principales de impronta molecular en la fabricación de MIPs, 
dependiendo de cómo interactúan los monómeros con la molécula plantilla durante la 
formación del polímero. 
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Covalente 

En este método, se forman durante la polimerización enlaces covalentes reversibles 
entre la plantilla y el monómero que se rompen para liberar la molécula plantilla, 
dejando cavidades específicas. Esto proporciona alta especificidad en la unión, gracias 
a la estabilidad de los enlaces covalentes. Sin embargo, la eliminación de la plantilla 
es más compleja y el reconocimiento molecular es más lento, ya que la formación y 
ruptura de estos enlaces es necesaria para el reconocimiento molecular (rebinding). 
Un ejemplo es el uso de ácidos borónicos, que forman enlaces covalentes reversibles 
con dioles, generando sitios de reconocimiento selectivos y reutilizables, ideales para 
compuestos con grupos diol como los monosacáridos.5  

Semicovalente 

En este caso, las interacciones entre la molécula plantilla y los monómeros son 
covalentes durante la formación del polímero. Sin embargo, una vez que se retira la 
plantilla, el reconocimiento y la reincorporación de la molécula objetivo se llevan a 
cabo mediante interacciones no covalentes. Este enfoque combina la especificidad del 
método covalente durante la síntesis, con la rapidez y flexibilidad del rebinding no 
covalente. No obstante, puede que no sea tan eficiente en el reconocimiento como los 
métodos basados únicamente en interacciones no covalentes. Para mejorar la precisión 
del sitio de reconocimiento, a veces se emplea un espaciador sacrificial que ayuda a 
posicionar y configurar la plantilla durante la polimerización y que luego se elimina, 
dejando un sitio de unión más preciso y específico.6 

No covalente 

Este es el tipo más común de impronta molecular. En este método, las interacciones 
entre los monómeros y la molécula plantilla no son covalentes en ningún momento, 
involucrando aductos asociados mediante enlaces de hidrógeno, interacciones 
electrostáticas o fuerzas de Van der Waals. Es el método más simple y fácil de 
implementar, con un proceso de eliminación de la molécula plantilla mucho más 
sencillo. Además, el rebinding de la molécula objetivo es rápido, lo que lo hace 
adecuado para diversas aplicaciones. Sin embargo, dado que las interacciones no 
covalentes son más débiles, la especificidad puede ser menor en comparación con los 
métodos que utilizan interacciones covalentes.7 

1.1.3. Formatos físicos 

Los MIPs pueden prepararse en diversos formatos físicos, cada uno con características 
y aplicaciones específicas que afectan a su rendimiento y funcionalidad en distintos 
contextos. A continuación, se describen en detalle estos formatos y sus respectivas 
ventajas y usos. 
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Bloque 

Se trata de un formato de impronta molecular donde los monómeros, la plantilla y los 
agentes de entrecruzamiento se mezclan directamente para formar un polímero sólido. 
Una vez completada la polimerización, el material resultante se somete a procesos de 
molienda y tamizado, lo que da lugar a un polímero con tamaños y formas irregulares. 
Esta irregularidad es desfavorable para aplicaciones cromatográficas, ya que provoca 
un ensanchamiento de los picos cromatográficos, lo que dificulta la resolución y 
precisión de las separaciones.8 Asimismo, también resulta inconveniente para la 
fabricación de sensores, donde se requiere uniformidad en el tamaño y la forma de las 
partículas para asegurar una respuesta consistente y confiable. Además, durante la 
disgregación mecánica del polímero sintetizado, puede producirse una destrucción 
parcial de los grupos funcionales, así como una disminución en la accesibilidad de los 
sitios de reconocimiento. Aunque este método es rápido y sencillo, presenta 
limitaciones en cuanto a su reproducibilidad y selectividad. 

Partículas 

Se obtienen a través de técnicas como la polimerización en suspensión, emulsión o 
precipitación, produciendo micro o nanopartículas esféricas (Figura 2). Estas 
partículas destacan por su alta relación superficie-volumen, lo que incrementa 
significativamente la accesibilidad a los sitios de reconocimiento, haciéndolas 
especialmente útiles en aplicaciones como sensores, catálisis y liberación controlada 
de fármacos.9 Sin embargo, su síntesis es más compleja y costosa en comparación con 
la polimerización en bloque, debido a que el tamaño y la calidad de las partículas 
dependen de diversos factores, tales como la temperatura, la velocidad de agitación y 
el tipo de medio dispersante o disolvente utilizado. Esto resalta la importancia de 
controlar con precisión las condiciones experimentales. 

• Polimerización en suspensión. Permite obtener partículas esféricas, aunque de 
tamaño considerablemente grande (de micrómetros a milímetros). Además, el 
medio dispersante puede afectar negativamente al reconocimiento molecular de 
los MIPs.10 

• Polimerización en emulsión. Este método es eficaz para producir partículas 
monodispersas y de pequeño tamaño (de decenas a cientos de nanómetros). Sin 
embargo, la presencia de agua y surfactantes puede comprometer la estabilidad 
de las interacciones entre la plantilla y los monómeros funcionales, limitando 
su uso en la síntesis de MIPs.11 

• Polimerización por precipitación. Se caracteriza por la obtención de partículas 
esféricas y uniformes de tamaño pequeño (menos de 1 μm), pero requiere una 
cantidad considerable de plantilla y disolvente, lo que implica un mayor 
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consumo de recursos en comparación con otros métodos como la 
polimerización en bloque.12 

Membranas 
Se componen de capas delgadas de polímero con cavidades específicas en su 
superficie, fabricadas mediante técnicas como la polimerización por radiación o 
electrospinning.13,14 Son especialmente adecuadas para la filtración selectiva y la 
detección de moléculas, gracias a su alta especificidad superficial. No obstante, su 
capacidad de carga es limitada debido a la menor cantidad de sitios de reconocimiento 
disponibles en comparación con otros formatos de mayor volumen. 

Nanogeles 

Los nanogeles son redes poliméricas tridimensionales que se expanden al entrar en 
contacto con disolventes. Esta capacidad de hinchamiento les permite encapsular 
moléculas y liberar su contenido de manera precisa, lo que resulta especialmente 
beneficioso en aplicaciones como la liberación controlada de fármacos y en sensores 
bioquímicos, donde la respuesta rápida a cambios en el entorno es crucial. No 
obstante, la síntesis de nanogeles es más compleja y costosa en comparación con otros 
formatos debido a la necesidad de emplear técnicas avanzadas para controlar con 
exactitud su estructura y propiedades durante el proceso de polimerización.15 

 
Figura 2. Micrografías SEM de polímeros en (A) bloque y, (B) partículas esféricas. Reproducido de la 
referencia [16] con permiso. 

 
1.1.4. Técnicas de caracterización de MIPs 

Las técnicas de caracterización son esenciales para evaluar y optimizar los MIPs. 
Estas metodologías permiten analizar la estructura, morfología y capacidad de 
reconocimiento de los MIPs, garantizando su desempeño en aplicaciones específicas. 
A través de diversas herramientas, como espectroscopía, microscopía y análisis 
térmico, se obtiene información crucial para ajustar y validar estos materiales 
especializados. En esta sección se describen brevemente las principales técnicas de 
caracterización de MIPs y su relevancia. 
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Espectroscopía infrarroja (FTIR) 

Técnica utilizada para identificar grupos funcionales en los MIPs mediante la 
absorción de radiación infrarroja, proporcionando información sobre las vibraciones 
moleculares y enlaces químicos presentes en el polímero.17 

Espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS) 

Técnica que permite analizar la composición elemental y los estados de oxidación de 
la superficie de los MIPs mediante la detección de electrones emitidos tras la 
irradiación de éstos con rayos X.18 

Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

Se emplea para obtener imágenes detalladas de la superficie de los MIPs, ofreciendo 
información sobre la morfología y la estructura de ésta a escala nanométrica.19 En 
SEM, un haz de electrones barre la superficie de la muestra. Los electrones interactúan 
con los átomos de la muestra, generando electrones secundarios y retrodispersados 
que se capturan para crear una imagen tridimensional de la superficie. 

Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

Proporciona imágenes de alta resolución de la estructura interna y detalles atómicos 
de los MIPs, permitiendo visualizar la disposición y tamaño de las partículas o poros.20 
En TEM, un haz de electrones de alta energía atraviesa una muestra extremadamente 
delgada. Los electrones que pasan a través de la muestra forman una imagen 
bidimensional de su estructura interna, proyectada en un detector o pantalla. 

Análisis de superficie específica (BET) 

La porosimetría por adsorción de nitrógeno expone una cantidad fija de polímero seco 
a un gas (usualmente nitrógeno) bajo presiones controladas. La cantidad de gas 
adsorbido en función de la presión permite generar isotermas de adsorción, que al ser 
analizadas con la teoría BET y modelos matemáticos, proporcionan información sobre 
el área superficial específica, el volumen y diámetro promedio de poros, y su 
distribución. Esta técnica es útil para analizar microporos y mesoporos, definidos por 
la IUPAC como poros menores a 2 nm (microporos) y entre 2-50 nm (mesoporos), 
respectivamente.21,22 

Calorimetría de barrido diferencial (DSC) 

Permite analizar las propiedades térmicas de los MIPs, como las transiciones de fase, 
la estabilidad térmica y la temperatura de descomposición.23 
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Espectroscopía de fluorescencia y absorción de luz 

Métodos que analizan las propiedades ópticas de los MIPs, midiendo la absorción y 
emisión de luz para estudiar la interacción entre los monómeros funcionales y la 
plantilla.24 

Dispersión dinámica de luz (DLS) 

Técnica que mide el tamaño de partículas en suspensión o de moléculas en disolución 
mediante el análisis de las fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada. Estas 
fluctuaciones se deben al movimiento browniano de las partículas, y a partir de ellas 
se calcula su tamaño hidrodinámico. La DLS se utiliza ampliamente para estudiar 
nanopartículas, coloides y macromoléculas en medios líquidos. Es una técnica no 
invasiva y rápida, ideal para determinar distribuciones de tamaño en muestras 
heterogéneas.25 Generalmente, el mismo equipo que incorpora la DLS también 
permite la medida del potencial zeta, un parámetro que describe la estabilidad 
electrocinética de las partículas en suspensión al cuantificar la magnitud de su carga 
superficial en un medio determinado (usualmente agua). No obstante, para la 
determinación del potencial zeta se requieren cubetas especiales diseñadas con 
electrodos integrados, las cuales facilitan la aplicación de un campo eléctrico y 
permiten la detección del movimiento electroforético de las partículas en la muestra. 

1.1.5. Aplicaciones de los MIPs 

Los MIPs constituyen materiales altamente versátiles que encuentran aplicaciones en 
una amplia variedad de áreas científicas y tecnológicas, gracias a su capacidad de 
reconocimiento selectivo y su estabilidad estructural. Su uso se ha extendido a campos 
como la cromatografía y la separación de compuestos, la liberación controlada de 
moléculas activas, la adsorción de contaminantes ambientales, así como el desarrollo 
de sensores y ensayos biomiméticos. La diversidad de estas aplicaciones destaca la 
flexibilidad y potencial de los MIPs para resolver problemas complejos en ámbitos 
industriales, ambientales y biomédicos, consolidándose como herramientas clave en 
estos sectores. A continuación, se explican más en detalle algunas de estas 
aplicaciones. 

Cromatografía y separación de compuestos 

Los MIPs se utilizan ampliamente en cromatografía y separación de compuestos 
debido a su capacidad para reconocer y retener de manera selectiva moléculas 
específicas. En cromatografía de líquidos de alta eficacia (HPLC), los MIPs se 
emplean como fases estacionarias, donde sus cavidades específicas permiten la 
separación de analitos de interés con alta precisión. Al estar diseñados para reconocer 
moléculas con una estructura similar a la plantilla utilizada en su síntesis, los MIPs 
facilitan la separación de compuestos en mezclas complejas, y la purificación de 
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productos farmacéuticos o la separación de enantiómeros.26,27 Además, los MIPs 
también se integran en técnicas de extracción en fase sólida (MISPE, del inglés, 
“molecularly imprinted solid phase extraction”), donde actúan como adsorbentes 
selectivos, mejorando la preconcentración y purificación de analitos en matrices 
ambientales, biológicas o alimentarias. Gracias a su estabilidad química y térmica, los 
MIPs proporcionan ventajas sobre las fases estacionarias convencionales, ya que 
pueden operar bajo condiciones extremas sin perder su capacidad de reconocimiento 
molecular. En conjunto, el uso de MIPs en cromatografía y separación de compuestos 
ofrece una mayor especificidad, eficiencia y robustez en comparación con otras 
técnicas de separación tradicionales.28 

Liberación controlada de moléculas activas 

En aplicaciones farmacéuticas, los MIPs se utilizan para diseñar sistemas de 
liberación controlada que permiten la administración prolongada y específica de 
fármacos (Figura 3). Los MIPs permiten capturar y liberar el medicamento de manera 
gradual y precisa, según las necesidades terapéuticas.29,30 Este enfoque proporciona 
múltiples beneficios, como la reducción de los efectos secundarios asociados con las 
dosis elevadas de fármacos, la mejora de la biodisponibilidad y la optimización de la 
liberación en el sitio deseado del organismo. Además, los MIPs pueden diseñarse para 
responder a estímulos específicos, como cambios en el pH o la presencia de ciertas 
enzimas, lo que permite una liberación dirigida y adaptativa del principio activo.31 En 
otras aplicaciones, como en la liberación de compuestos en sistemas agrícolas o de 
nutrición, los MIPs aseguran una liberación controlada y eficiente de nutrientes o 
pesticidas, optimizando su eficacia y minimizando el impacto ambiental.32  

 
Figura 3. Ejemplo de liberación controlada de doxorrubicina (DOX) encapsulada en un MIP recubierto 
con un péptido de penetración celular (CPP), utilizada como estrategia en la terapia fotodinámica para el 
tratamiento del cáncer de mama. Al irradiar el fotosensibilizador (PS), este genera especies reactivas de 
oxígeno (ROS) que dañan las células tumorales y, al mismo tiempo, mejora la liberación de DOX al 
aumentar la sensibilidad de las células cancerosas a los agentes quimioterapéuticos. Reproducido de la 
referencia [30] con permiso. Copyright 2022 American Chemical Society. 
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Adsorbentes de contaminantes ambientales 

Los MIPs destacan como adsorbentes efectivos en la remoción de contaminantes 
ambientales, gracias a su diseño especializado con cavidades que replican la estructura 
de los contaminantes a eliminar. En el tratamiento de aguas residuales y suelos 
contaminados, los MIPs se utilizan para eliminar compuestos tóxicos y persistentes, 
tales como pesticidas, metales pesados y productos farmacéuticos.33–35 Su capacidad 
para retener estos contaminantes con alta eficacia y selectividad los convierte en una 
herramienta ideal para la purificación ambiental y la protección de recursos hídricos. 
Además, su estabilidad y resistencia a condiciones ambientales variadas permiten su 
uso en procesos prolongados y bajo diversas condiciones operativas. Los MIPs 
también pueden regenerarse y reutilizarse en múltiples ciclos de adsorción, ofreciendo 
una solución sostenible para la mejora de la calidad del medio ambiente. 

Sensores 

Un sensor es un dispositivo diseñado para identificar cambios en su entorno y 
convertir estos cambios en señales medibles, adecuadas para diversas aplicaciones. 
Su función principal es responder a estímulos físicos, químicos o biológicos, tales 
como luz, temperatura, presión, humedad, pH o concentración de sustancias químicas. 
Al detectar estos estímulos, el sensor produce una señal en forma de voltaje, corriente, 
frecuencia, intensidad lumínica u otras variables, que se interpreta y procesa por 
sistemas electrónicos o computacionales, posibilitando la monitorización, el control o 
el registro de parámetros físicos o químicos en tiempo real o cuasirreal.36 

El componente de reconocimiento con sitios específicos de los sensores se acopla a 
un transductor que genera una señal detectable. La unión del analito a estos sitios 
provoca cambios en las propiedades fisicoquímicas del sistema, los cuales se registran 
a través de técnicas ópticas, acústicas o electroanalíticas.37 Por ejemplo, la interacción 
de la molécula objetivo con el MIP puede modificar las propiedades ópticas del 
material, como el color o la intensidad de la luz emitida. Estos cambios se pueden 
medir mediante técnicas como la espectroscopía de absorción, la fluorescencia o la 
refractometría (Figura 4).38 

A diferencia de los sensores tradicionales que emplean simplemente colorantes 
orgánicos que suelen tener una respuesta analítica menos selectiva, los sensores 
basados en MIPs sobresalen por su alta selectividad hacia el analito objetivo.39 Esta 
capacidad de reconocimiento específico en sus cavidades es fundamental para obtener 
medidas precisas incluso en presencia de compuestos interferentes, ya que minimiza 
su influencia y elimina la necesidad de procedimientos de separación complejos. Por 
lo tanto, los sensores basados en MIPs como elemento de reconocimiento representan 
una alternativa más rápida y eficiente en comparación con otros tipos de sensores. 
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Figura 4. Ejemplo de sensor óptico basado en MIPs selectivos para la detección de enrofloxacina, 
utilizando un haz de fibras ópticas con esferas microscópicas de impronta molecular situadas en su 
extremo distal. Este sistema permite la detección multiplexada y altamente selectiva de este antibiótico 
mediante análisis por fluorescencia. Reproducido de la referencia [38] con permiso. 
 

Ensayos biomiméticos 

Para los ensayos inmunológicos basados en MIPs, conocidos como ensayos ILAs (del 
inglés, “Immuno-Like Assays”), es fundamental contar con sitios de unión que sean 
altamente selectivos y de gran afinidad, así como un método sensible para señalar el 
evento de unión. Se han explorado diversos modos de detección analítica en 
combinación con MIPs para el desarrollo de ILAs, siendo los más utilizados los 
métodos ópticos, enzimáticos, radiocelulares y electroquímicos. 

En este apartado se describen los ensayos fluorescentes de tipo inmunológico FILAs 
(FILAs, del inglés “Fluoro Immuno-Like Assays”). La fluorimetría es una técnica 
óptica que destaca por su sensibilidad y especificidad (la sensibilidad de fluorescencia 
es de 10 a 1000 veces superior a la de las medidas por absorción de luz). La detección 
de moléculas individuales se basa principalmente en el uso de compuestos marcados 
con fluoróforos. Además, las determinaciones fluorimétricas permiten la captura 
simultánea de múltiples parámetros, tales como las longitudes de onda de excitación 
y de emisión, el tiempo de vida de fluorescencia y la polarización de la emisión, lo 
que ofrece mayor especificidad y versatilidad en las medidas analíticas.40,41  

Los ensayos FILAs, como otros ensayos biomiméticos, pueden clasificarse en dos 
tipos principales: homogéneos y heterogéneos (Figura 5). En los ensayos 
homogéneos, todas las reacciones ocurren en una sola fase, sin necesidad de separar 
los componentes ligados de los no ligados. Son más sencillos y rápidos, ya que no 
requieren pasos adicionales de lavado. Por otro lado, los ensayos heterogéneos 
involucran múltiples fases, donde los componentes no ligados deben separarse de los 
ligados mediante técnicas de lavado. Esto permite una mayor precisión en la detección 
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de los componentes de interés, ya que se eliminan las moléculas no deseadas antes de 
la lectura final. 

 
Figura 5. Clasificación de los (bio)ensayos según si el complejo anticuerpo-antígeno o MIP-analito se 
separa o no del analito libre. Reproducido de la referencia [41] con permiso. Copyright 2010 Springer-
Verlag Berlin Heidelberg. 
 
A continuación, se presentan algunas estrategias de detección fluorescente aplicables 
en sistemas basados en MIPs, que permiten monitorizar la interacción entre el analito 
y el polímero, ya sea aprovechando las propiedades fluorescentes del analito o 
mediante el etiquetado fluorescente del polímero. 

 Analito no fluorescente. Si el analito no presenta fluorescencia, se utiliza un 
análogo fluorescente que imita al analito y compite por los sitios de unión en el 
MIP. Este tipo de ensayo es competitivo o no competitivo (o de 
desplazamiento), y la cantidad de analito presente en la muestra se deduce 
indirectamente en función de la cantidad de análogo fluorescente que se une o 
desplaza (Figura 6A).42 

 Analito fluorescente. En este caso, el analito en sí tiene propiedades 
fluorescentes, por lo que su unión al MIP puede ser monitorizada directamente. 
No se requiere ninguna modificación adicional ni etiquetas externas, ya que las 
propiedades ópticas naturales del analito permiten su detección (Figura 6B).43  

 Polímero etiquetado. En este enfoque, el polímero está marcado con un 
fluoróforo que puede cambiar sus propiedades ópticas al interactuar con el 
analito de interés.24 Además, si el exceso de polímero fluorescente no unido se 
ha eliminado mediante un proceso de lavado adecuado, la fluorescencia medida 
será directamente proporcional a la concentración del analito (Figura 6C).44 
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Figura 6. Estrategias de detección fluorescente en sistemas basados en MIPs para la monitorización de 
la interacción MIP-analito. Se presentan las estrategias según el origen de la señal fluorescente, junto con 
sus gráficas correspondientes: A) analito no fluorescente (ensayo competitivo o no competitivo por 
desplazamiento); B) analito fluorescente; C) polímero etiquetado. Reproducido de la referencia [41] con 
permiso. Copyright 2010 Springer-Verlag Berlin Heidelberg. 

 
1.2. Micotoxinas 

Una micotoxina es una sustancia química tóxica producida por ciertos hongos durante 
su metabolismo secundario. Estas toxinas pueden contaminar alimentos y piensos, 
presentando un riesgo considerable para la salud de los organismos que las consumen. 
Químicamente, las micotoxinas son moléculas pequeñas y estables que resisten la 
descomposición térmica y otros procesos de degradación, lo que les permite persistir 
en diversos ambientes y productos de la cadena trófica. Su prevención en la agricultura 
y la industria alimentaria requiere controlar las condiciones que favorecen el 
crecimiento de hongos, como la humedad y la temperatura, además de realizar 
inspecciones y análisis para detectar su presencia en los alimentos.45 

1.2.1. Principales hongos productores 

Los hongos productores de micotoxinas son organismos que contaminan cultivos 
agrícolas tanto durante su crecimiento en el campo como en el almacenamiento 
postcosecha. A continuación, en la Tabla 1, se describen las principales familias de 
hongos. 
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Tabla 1. Clasificación de los principales géneros de hongos y las micotoxinas más comunes que generan. 

Micotoxina Alimentos presentes 
Principales 
especies de hongos 
productores 

Género Aspergillus46 

Aflatoxinas (Afla) Maíz, cacahuetes, trigo, arroz, leche A. flavus 

Ocratoxina A (OTA) Cereales, uvas, vino, café  A. ochraceus 

Género Penicillium47–49 

Ocratoxina A Cereales P. verrucosum 

Patulina Manzanas y productos derivados P. expansum 

Citrinina Arroz y cereales P. citrinum 

Ácido micofenólico  Uvas y vino P. brevicompactum 

Género Fusarium50 

Zearalenona (ZON) Maíz, trigo, cebada, aceites y productos 
derivados 

F. graminearum,  
F. culmorum 

Deoxinivalenol (DON) Trigo, cebada y productos derivados F. graminearum,  
F. culmorum 

Nivalenol  Trigo, cebada y productos derivados F. graminearum,  
F. culmorum 

Toxinas T-2 y HT-2 Cereales F. armeniacum 

Fumonisinas (FB) Maíz, arroz F. verticillioides,  
F. proliferatum 

Género Alternaria51 

Alternariol (AOH) Trigo, tomate, maíz, aceites y derivados A. alternata 

Ácido tenuazónico (TeA) Tomates, manzanas, aceitunas, trigo A. longipes 

 

1.2.2. Impacto en la salud humana y animal 

La acumulación de micotoxinas en humanos y animales representa un grave riesgo 
para la salud, debido a su nivel de toxicidad. En la Tabla 2 se enumeran algunos de 
los efectos que provocan las micotoxinas en salud. 
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Tabla 2. Lista de micotoxinas y sus riesgos asociados en humanos y animales. 

Micotoxina Riesgo asociado 

Afla Hepatotóxicas, carcinógenos del grupo 1 

OTA Afecta a los riñones, efectos inmunosupresores y teratogénicos 

Patulina Problemas gastrointestinales 

Citrinina Afecta a los riñones 

ZON Estrogénica, trastornos reproductivos graves 

DON, T-2, HT-2 Vómitos, inmunosupresión y necrosis 

FB Hepatotóxicas y nefrotóxicas, relacionadas con un mayor riesgo de cáncer 
esofágico52 

AOH, AME 
Incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno, lo que 
resulta en daño oxidativo del ADN, lípidos y proteínas. Provoca una 
reducción en la actividad de las enzimas antioxidantes53 

Si bien los efectos individuales de cada micotoxina son preocupantes por sí mismos, 
el riesgo aumenta considerablemente cuando varias micotoxinas coexisten. Este 
fenómeno, conocido como sinergia de micotoxinas, ocurre cuando la combinación 
de dos o más micotoxinas genera un efecto tóxico mayor que la suma de sus efectos 
individuales. Esto puede suceder a través de distintos mecanismos, como la 
interferencia en rutas metabólicas, donde las micotoxinas alteran enzimas clave, 
aumentando la toxici dad global. Además, la acción conjunta de las micotoxinas puede 
comprometer el sistema inmunológico de forma más severa o incrementar la 
permeabilidad intestinal, facilitando la absorción de otras toxinas y agravando su 
impacto.54,55 Existen numerosos ejemplos que ilustran este fenómeno. La combinación 
de Afla B1 y FB1, por ejemplo, aumenta significativamente el riesgo de daño hepático 
y desarrollo de tumores, además de intensificar la supresión del sistema inmune.56 De 
manera similar, la sinergia entre ZON y DON puede causar graves alteraciones en la 
función reproductiva y digestiva.57 Dado que la mayoría de micotoxinas suelen 
coexistir, es esencial disponer de técnicas que permitan su detección simultánea para 
evaluar con precisión el riesgo toxicológico. Los MIPs representan una prometedora 
alternativa para mejorar significativamente la detección simultánea y el control de su 
contaminación en alimentos y piensos. 

En este sentido, la capacidad de detectar y controlar eficazmente la presencia de 
micotoxinas es crucial para mitigar sus efectos adversos. La contaminación por 
micotoxinas no solo tiene un impacto en la salud, sino que también conlleva 
repercusiones económicas y sociales. Desde el punto de vista económico, genera 
importantes pérdidas en la producción agrícola. Socialmente, afecta a la salud pública, 
genera desconfianza en el sistema alimentario y agrava las desigualdades en 
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comunidades vulnerables.58 Estos impactos resaltan la importancia de adoptar 
medidas eficaces para el control de la contaminación por micotoxinas y la protección 
de la salud pública, así como para garantizar la estabilidad económica y social. En 
este contexto, también resultan esenciales las herramientas y aplicaciones que 
muestren de manera clara y accesible el riesgo directo y real al que nos enfrentamos.  

La Figura 7 muestra un mapa de la aplicación de la empresa DSM para la gestión de 
micotoxinas. El mapa emplea una escala de colores que indica la coexistencia de 
micotoxinas en un mismo animal, donde el amarillo representa la menor prevalencia 
y el rojo la mayor. Además, indica el porcentaje de muestras contaminadas a nivel 
mundial para cada micotoxina, junto con información sobre las concentraciones media 
y máxima encontradas, expresadas en partes por billón (ppb).59 Esta información 
proporciona una visión detallada sobre la distribución e impacto de cada micotoxina, 
facilitando la identificación de áreas clave en la gestión del riesgo. 

 
Figura 7. Mapa de la aplicación de DSM para la gestión de micotoxinas, que se basa en datos del primer 
semestre de 2024 y muestra los niveles cuantificados de micotoxinas en muestras de pollo a nivel 
global.60 
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1.2.3. Regulación y control 

Normativas y organismos reguladores 

La regulación de micotoxinas es esencial para proteger la salud pública y garantizar 
la seguridad alimentaria. Los límites permitidos y las prácticas de control se basan en 
la evaluación de riesgos y la evidencia científica disponible, y pueden variar según las 
normativas locales e internacionales. La implementación efectiva de estas 
regulaciones es clave para mitigar los riesgos asociados con la exposición a 
micotoxinas. La regulación y control de micotoxinas en alimentos están gestionados 
por diversas normativas y organismos reguladores a nivel internacional y nacional. 
Entre los principales organismos se encuentran: 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización de las Naciones 
Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO). A través del Comité de Expertos 
en Aditivos Alimentarios (JECFA), ambas organizaciones proporcionan 
recomendaciones sobre límites seguros para diferentes micotoxinas en alimentos y 
piensos.61,62 

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). En la Unión Europea, la EFSA 
evalúa los riesgos asociados a las micotoxinas y emite directrices y recomendaciones 
para la regulación de estas toxinas en alimentos y piensos.63 

Agencia de Protección Ambiental de EE. UU. (EPA). La EPA establece normas para 
micotoxinas en productos agrícolas y medioambientales, incluyendo límites de 
concentración permitidos en cultivos y en el ambiente.64 

Administración de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA). La FDA regula 
los niveles de micotoxinas permitidos en alimentos y piensos, y proporciona 
directrices para el monitoreo y control de estas toxinas.65 

Organización Internacional de Normalización (ISO). ISO desarrolla estándares 
internacionales para métodos de análisis y control de micotoxinas, facilitando la 
uniformidad en la detección y evaluación.66 

Micotoxinas legisladas 

Las micotoxinas que han sido objeto de legislación y regulación específica están 
contempladas en el Reglamento (UE) 2023/915 de la Comisión Europea.67 Estas 
incluyen un límite máximo de 2 µg kg⁻1 para las aflatoxinas totales en aceite de maíz 
en la UE. La ocratoxina A, por su parte, está regulada en cereales, café y vino, con 
un límite máximo de 3 µg kg⁻1 en cereales y productos a base de cereales. Las 
fumonisinas tienen un límite de 4000 µg kg⁻1 en maíz. La zearalenona tiene un límite 
de 100 µg kg⁻1 en cereales y productos derivados. Finalmente, el deoxinivalenol, 
también conocido como vomitoxina, está limitado a 1750 µg kg⁻1 en cereales. La 
Figura 8 recoge la estructura química de las micotoxinas mencionadas.  
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Figura 8. Estructuras químicas de algunas de las micotoxinas legisladas. 

Micotoxinas no legisladas 

Algunas micotoxinas, a pesar de ser conocidas por su toxicidad, todavía no están 
sujetas a límites máximos específicos en la legislación actual. Ejemplos de estas 
incluyen el AOH y sus derivados, así como el TeA (Figura 9).68 La falta de regulación 
específica no minimiza su potencial riesgo, y la monitorización de estas micotoxinas 
sigue siendo crucial para la seguridad alimentaria. 

 
Figura 9. Estructuras químicas de algunas de las micotoxinas aún no legisladas. 

 
1.2.4. Métodos y tratamientos analíticos para su cuantificación 

Los métodos analíticos para la determinación de micotoxinas en alimentos han 
experimentado un notable desarrollo en los últimos años, motivados por la necesidad 
de detectar estas sustancias a niveles de concentración extremadamente bajos debido 
a sus implicaciones en la salud pública. Estos métodos comprenden una amplia 
variedad de técnicas, tanto cromatográficas como no cromatográficas, que ofrecen 

Fumonisina B1 Fumonisina B2

Aflatoxina B1 Aflatoxina B2

Ocratoxina A Deoxinivalenol Zearalenona

Alternariol Ácido tenuazónico
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distintos grados de precisión, sensibilidad y especificidad. No obstante, antes de la 
etapa analítica, el tratamiento de las muestras es una fase crítica para garantizar la 
fiabilidad y exactitud de los resultados obtenidos. 

Uno de los procedimientos más utilizados en la preparación de muestras es el método 
QuEChERS (del inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe), el cual ha 
ganado popularidad debido a su sencillez y eficiencia en la extracción de micotoxinas. 
QuEChERS consiste en una extracción inicial con disolventes orgánicos seguida de 
una limpieza rápida con sales. Esta técnica destaca por su bajo coste y facilidad de 
implementación, haciéndola ideal para el análisis de alimentos y otras matrices 
complejas.69 A su vez, han surgido variantes como QuEChERS-SPE-DLLME(CCDn), 
que integra la extracción en fase sólida (SPE, del inglés Solid Phase Extraction) con 
adsorbentes y la microextracción en fase líquida dispersiva (DLLME, del inglés 
Dispersive Liquid-Liquid Microextraction), optimizadas mediante diseños 
experimentales (CCDn, del inglés Central Composite Design) para mejorar la 
limpieza de la muestra y la preconcentración de los analitos. En la SPE, la muestra se 
pasa a través de un material sólido que adsorbe los compuestos de interés y luego los 
analitos se eluyen con un disolvente adecuado. La DLLME, por su parte, permite una 
separación eficaz de los analitos utilizando una fase dispersiva y una fase 
extractante.70 Otro enfoque destacado es el QuEChERS-MISPE (del inglés 
Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction), que permite una mayor selectividad 
hacia micotoxinas específicas utilizando MIPs. Estos materiales ofrecen una 
extracción altamente selectiva.71 

Adicionalmente, la extracción líquido-líquido LLE, del inglés Liquid-Liquid 
Extraction) y su combinación con la SPE en diferentes variantes han demostrado ser 
métodos efectivos para el aislamiento y purificación de micotoxinas en matrices 
alimentarias complejas. En el LLE, los analitos se transfieren de una fase líquida a 
otra mediante disolventes inmiscibles. La combinación LLE-SPE integra ambos 
métodos para mejorar la purificación y concentración de los analitos. Variantes 
adicionales incluyen LLE-SPE con carbón grafitizado (GCB, del inglés Graphitized 
Carbon Black), que mejora la adsorción de compuestos no polares y elimina 
interferencias, y LLE-SPE con intercambio iónico (SAX, del inglés Strong Anion 
Xchanger), que utiliza un material de intercambio aniónico basado en sales de amonio 
cuaternario para separar analitos basados en sus cargas iónicas.72,73 

Otras técnicas, como el uso de la química covalente dinámica con hidrazina (DCHC, 
del inglés Dynamic Covalent Hydrazine Chemistry) y la cromatografía de permeación 
en gel (GPC, del inglés Gel Permeation Chromatography), se emplean para optimizar 
la purificación y separación de los analitos. La DCHC utiliza enlaces covalentes 
dinámicos con hidrazina para una extracción más selectiva y eficiente, mientras que 
la GPC separa los analitos según su tamaño molecular utilizando un gel poroso.74,75 
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Estos tratamientos de muestra resultan esenciales para eliminar interferencias y 
preconcentrar las micotoxinas, lo que permite obtener límites de detección más bajos 
y resultados analíticos más precisos. La combinación de métodos de preparación de 
muestras adecuados con técnicas analíticas avanzadas garantiza la fiabilidad en el 
análisis de micotoxinas. Más adelante, en la Tabla 3 del capítulo 2, se presentan los 
trabajos más relevantes sobre el análisis de micotoxinas, con especial énfasis en las 
micotoxinas ZON, AOH y sus derivados, que constituyen el foco de esta tesis 
doctoral. Las técnicas analíticas empleadas se clasifican en dos categorías: 
cromatográficas y no cromatográficas. 

Técnicas analíticas cromatográficas 
Las técnicas cromatográficas son esenciales en el análisis de micotoxinas en alimentos 
debido a su capacidad para separar estos compuestos tóxicos con alta precisión y 
sensibilidad. Estas técnicas permiten evaluar la presencia de micotoxinas en matrices 
alimentarias complejas, siendo capaces de identificar y cuantificar los contaminantes 
a niveles de traza. En el ámbito industrial, las técnicas cromatográficas se han 
consolidado como las más utilizadas debido a su comprobada eficacia en la detección 
de micotoxinas, la alta resolución que ofrecen y su capacidad para manejar grandes 
volúmenes de muestras con precisión. 

Con el fin de potenciar la eficacia del equipo, se utilizan detectores acoplados, 
diseñados con características específicas que enriquecen las capacidades avanzadas 
de la cromatografía, permitiendo una identificación y cuantificación precisa de 
micotoxinas. 

La cromatografía líquida (LC) acoplada a la detección de fluorescencia (FLD, del 
inglés Fluorescence Detector) mide la fluorescencia de los analitos, siendo útil para 
compuestos que son intrínsecamente fluorescentes o que pueden ser modificados para 
emitir fluorescencia. Aunque esta técnica es relativamente económica y sencilla de 
usar, su aplicación está limitada a compuestos con propiedades fluorescentes, como 
la ZON y el AOH.76 Por otro lado, la LC acoplada a absorción UV-vis (DAD, del 
inglés Diode Array Detection) se basa en la medida de la absorción de luz en la región 
ultravioleta-visible del espectro, siendo adecuada para compuestos que absorben en 
estas longitudes de onda. Aunque es una técnica económica y fácil de manejar, su 
sensibilidad y especificidad son menores en comparación con la espectrometría de 
masas y la fluorescencia. Muchas micotoxinas, como la Afla B1 y la OTA, presentan 
absorción en el UV.77 

Técnicas no cromatográficas 

Los métodos no cromatográficos son cada vez más relevantes en la detección de 
micotoxinas, especialmente cuando se buscan análisis rápidos, portátiles y de bajo 
coste. Estos métodos permiten una evaluación eficiente y directa, lo que resulta 
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fundamental en aplicaciones de control de calidad en tiempo real y análisis in situ. 
Entre los enfoques más destacados de esta tesis doctoral se encuentran los 
inmunoensayos y los biosensores. Estos dos métodos representan el núcleo de los 
avances en técnicas no cromatográficas. 

Inmunoensayos 

Los inmunoensayos son técnicas analíticas fundamentales para la detección de 
micotoxinas, basados en la alta especificidad de los anticuerpos que se unen 
selectivamente a estas toxinas, lo que facilita su identificación y cuantificación. Entre 
los inmunoensayos más comunes se encuentran el ELISA (en inglés Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) y los inmunoensayos de flujo lateral (LFIA, en inglés Lateral 
Flow Immunoassay), ambos susceptibles de ser adaptados para su correspondiente uso 
con MIPs en lugar de anticuerpos. 

El ELISA comienza con la preparación de la muestra, donde se extraen las 
micotoxinas utilizando los disolventes adecuados. A continuación, se tapiza la placa 
con un anticuerpo específico que se une a la superficie del pocillo. Al añadir la muestra 
extraída, las micotoxinas presentes se unen al anticuerpo inmovilizado, formando un 
aducto. En la siguiente etapa, se incorpora un anticuerpo secundario marcado con una 
enzima, que se une a la micotoxina. Al añadir un sustrato específico, se produce una 
reacción que genera un cambio de color, cuya intensidad es directamente proporcional 
a la concentración de micotoxina en la muestra. Finalmente, se mide la absorbancia 
en un lector de placas y se compara con una curva de calibrado para determinar la 
cantidad exacta de micotoxina.78 Aunque el ELISA es reconocido por su alta 
sensibilidad, la matriz alimentaria puede causar interferencias, lo que requiere ajustes 
en el proceso de extracción y optimización del método. Además, los FLIAs, que 
utilizan fluorescencia para la detección, pueden ofrecer ventajas adicionales en 
términos de sensibilidad y rapidez. Estos aspectos se abordaron con mayor detalle en 
la sección dedicada a las aplicaciones de los MIPs de esta tesis doctoral. 

Por otro lado, el LFIA se caracteriza por su simplicidad y portabilidad, siendo ideal 
para ensayos in situ.79 La muestra, tras ser preparada, se aplica en un dispositivo que 
contiene una tira reactiva. Esta tira incluye un área de muestra y un área de captura 
donde se encuentran inmovilizados anticuerpos específicos para la micotoxina. A 
medida que la muestra fluye por capilaridad, si la micotoxina está presente, competirá 
con un conjugado de anticuerpo marcado que también se une a los mismos 
anticuerpos. Esto genera un aducto que se retiene en la zona de captura, produciendo 
una señal visual (como una línea de color) que indica la presencia de la micotoxina 
(Figura 10).80 La intensidad de esta señal es proporcional a la concentración de la 
micotoxina en la muestra, permitiendo su cuantificación. Aunque el LFIA es accesible 
y no requiere equipos sofisticados, su sensibilidad suele ser menor que la del ELISA, 
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lo que puede limitar su eficacia en la detección de concentraciones muy bajas de 
micotoxinas. 

 
Figura 10. A) Esquema del inmunoensayo de flujo lateral (LFIA) múltiple para la detección simultánea 
de varias micotoxinas. B1) Plataforma de análisis semicuantitativo para LFIA. B2) Plataforma de análisis 
cualitativo para LFIA. Las tiras del 1 a 9 representan esquemáticamente los resultados de detección. 
Reproducido de la referencia [80] con permiso. Copyright 2014 American Chemical Society. 
 
Los inmunoensayos son muy valorados por su gran sensibilidad en el seguimiento de 
la seguridad alimentaria. No obstante, el elevado coste de las biomoléculas utilizadas, 
los principios del bienestar animal, las exigentes condiciones de almacenamiento y la 
limitada disponibilidad de anticuerpos específicos han impulsado la búsqueda de 
alternativas más asequibles, como el uso de MIPs. Por ello, el desarrollo y la 
optimización de estos materiales siguen siendo áreas de investigación activa en el 
análisis de micotoxinas. 

Biosensores 

Un biosensor es un sensor que incorpora un elemento biológico de reconocimiento, 
como enzimas, anticuerpos o aptámeros, o bien receptores biomiméticos, como los 
MIPs. Dependiendo del transductor utilizado para convertir la señal biológica en una 
señal detectable y cuantificable, los biosensores se pueden clasificar en dos tipos 
principales: electroquímicos y ópticos.81  

Biosensores electroquímicos 

Este tipo de biosensores utiliza un transductor electroquímico para convertir la 
interacción entre el analito y el receptor en una señal eléctrica. En la Figura 11 se 
presenta su clasificación según la clase de receptor empleado. 
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Figura 11. Tipos principales de biosensores para la detección electroquímica de micotoxinas basados en 
nanomateriales. Reproducido de la referencia [82] con permiso.  
 
Los sensores electroquímicos basados en MIPs adoptan diversas modalidades de 
transducción,83–86 tales como amperometría, voltamperometría, impedanciometría, 
conductividad, potenciometría y capacitancia.30 Estos dispositivos suelen incorporar 
monómeros conductores en la estructura del MIP para facilitar la transmisión de la 
señal. La detección del analito puede realizarse mediante su unión directa o a través 
de ensayos no competitivos por desplazamiento. Para lograr una transducción 
eficiente, el receptor MIP debe estar cercano a la superficie del transductor, lo cual se 
consigue mediante electropolimerización directa o aplicando un recubrimiento de 
polímero preformado. En el campo del análisis de alimentos, la mayoría de los 
estudios con sensores MIP se orientan a la detección de moléculas pequeñas, mientras 
que solo una minoría se enfoca en biomoléculas de mayor tamaño.87,88 A continuación, 
se explican dos de las modalidades de transducción más utilizadas. 

La voltamperometría mide la densidad de corriente producida por un barrido de 
potencial aplicado a una combinación de tres celdas electrolíticas presentes en una 
disolución. Se varía el potencial aplicado al electrodo y se mide la respuesta de 
corriente resultante, la cual se puede utilizar para cuantificar la concentración del 
analito objetivo, que suele ser proporcional a la cantidad de analito presente. Estos 
biosensores ofrecen ventajas como alta sensibilidad, respuesta rápida y la capacidad 
de detectar múltiples analitos simultáneamente. El barrido de potencial puede ser 
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generado mediante voltamperometría de barrido lineal (LSV, del inglés Linear Sweep 
Voltammetry), voltamperometría cíclica (CV, del inglés Cyclic Voltammetry), 
voltamperometría de pulso diferencial (DPV, del inglés Differential Pulse 
Voltammetry) o voltamperometría de onda cuadrada (SWV, del inglés Square Wave 
Voltammetry). En particular, la voltamperometría cíclica es de gran interés, ya que 
permite identificar los picos de corriente correspondientes a los procesos de oxidación 
y reducción del analito (Figura 12). Ya en 2016, B. Zhou et al.89 presentaron un sensor 
basado en MIPs para detectar ZON, aprovechando el efecto sinérgico de nanocintas 
de grafeno reducido (rGNRs) y nanopartículas de oro (AuNPs) sobre un electrodo de 
carbono vitrificado (GCE, del inglés Glassy Carbon Electrode). El sensor se 
caracterizó a través de CV y DPV y se investigaron las condiciones de 
electrodeposición y adsorción de ZON. Los resultados mostraron que el sensor 
presentaba un amplio rango lineal (1 – 500 ng mL⁻1) y un límite de detección de 0.34 
ng mL⁻1, además de ser de bajo coste, selectivo y estable, lo que resalta su gran 
potencial para la detección precisa de ZON en alimentos. 

 
Figura 12. Voltamperograma cíclico típico en el que jPC y jPA representan las densidades de corriente 
catódica y anódica máximas, respectivamente, para una reacción redox reversible. EPA y EPC indican los 
potenciales de los picos correspondientes frente a la referencia de Ag0. 
 
La impedanciometría mide la impedancia en la interfaz entre el electrodo y el 
electrolito al aplicar una corriente alterna. Así, Hasim Munawar et al.90 han 
desarrollado un sensor selectivo a FB1 usando un electrodo de Pt recubierto con un 
composite conductor de polipirrol y porfirina de zinc, sobre el cual acoplaron 
covalentemente nanoMIPs. Este sensor mostró una sensibilidad notable y un bajo 
límite de detección (2×10−5 y 7×10−4 ng mL⁻1), sin respuesta cruzada a otras 
micotoxinas. 

En general, los biosensores electroquímicos son fáciles de fabricar y miniaturizar, lo 
que los hace rentables y les otorga ventajas como alta selectividad y sensibilidad. Para 
potenciar aún más estas cualidades, diversos estudios han explorado estrategias 
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innovadoras de diseño. Un ejemplo destacado es el uso de un electrodo recubierto con 
carbono poroso dopado con nitrógeno para incrementar la conductividad del material. 
Este electrodo es adicionalmente modificado con nanopartículas de PtPd que actúan 
como catalizadores para amplificar la señal electroquímica. Sobre el electrodo 
modificado, se sintetiza un MIP selectivo para la patulina, empleando dos moléculas 
plantillas que imitan las características del analito de interés. Según el estudio, el uso 
de plantillas duales mejora la selectividad del MIP al permitir que las cavidades del 
polímero reproduzcan mejor tanto las características estructurales como funcionales 
de la patulina, optimizando así la detección incluso a bajas concentraciones. Una vez 
sintetizado, el MIP se enfrenta al analito en presencia de una sonda redox, 
[Fe(CN)6]3−/4−, dado que la patulina no es electroactiva. Se mide la variación en la 
corriente eléctrica durante la reacción redox en la superficie del electrodo. La señal de 
corriente decrece a mayores concentraciones de patulina, lo que permite cuantificar la 
cantidad del analito presente (Figura 13). Aunque el sensor no detectó patulina en 
muestras de zumo, el método logró recuperaciones superiores al 94% en muestras 
contaminadas.91 

 
Figura 13. Esquema del proceso de fabricación y funcionamiento del sensor MIP/PtPd-NPC/GCE. 
Reproducido de referencia [91] con permiso de referencia.  

 
Biosensores ópticos 

Los biosensores ópticos emplean un transductor óptico para detectar variaciones en 
distintas propiedades que tienen lugar cuando el analito interactúa con el receptor 
biológico o biomimético. Esta interacción puede alterar parámetros ópticos, como la 
intensidad o el ángulo de la luz reflejada o emitida, permitiendo así la cuantificación 
precisa del analito en la muestra. 

Según el tipo de transductor, estos sensores se clasifican en sensores de luminiscencia, 
de absorción, Raman o de reflectancia. A continuación, se describen brevemente los 
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diferentes tipos de sensores de luminiscencia, los cuales se han utilizado 
frecuentemente para la cuantificación de micotoxinas debido a su rapidez y 
sensibilidad en la medida y tienen una estrecha relación con el enfoque de esta tesis 
doctoral. 

• Quimioluminiscencia (QL) 

Emisión de luz como resultado de una reacción química, sin necesidad de una fuente 
externa de luz para la excitación; la energía proviene directamente de la reacción 
química que ocurre en el sistema. 

• Electroquimioluminiscencia (ECL) 

La luz se genera por una reacción electroquímica. En este proceso, se aplica un 
potencial eléctrico a un sistema que contiene compuestos quimioluminiscentes. 

• Bioluminiscencia 

Emitida por organismos vivos, como luciérnagas y ciertos tipos de medusas, la luz se 
genera a través de una reacción enzimática que involucra luciferinas y luciferasas. 

• Fosforescencia 

Emisión de luz que persiste durante un periodo prolongado después de la excitación, 
debido a la existencia de electrones en estados excitados de larga vida (tripletes) antes 
de su vuelta al estado fundamental con emisión de un fotón. 

• Fluorescencia 

La luz se emite inmediatamente después de la excitación, con un corto tiempo de vida. 
Los electrones regresan rápidamente al estado fundamental, liberando energía en 
forma de luz. 

Estas técnicas son fundamentales para la cuantificación de micotoxinas, 
proporcionando herramientas avanzadas y sensibles para la monitorización y 
evaluación de estos contaminantes en diversos entornos. 

En un trabajo reciente, se ha desarrollado un sensor óptico biomimético que emplea 
nanopartículas de sílice recubiertas con una capa nanométrica de MIP luminiscente.24 
Esta capa polimérica, de aproximadamente 10 nm de grosor, permite la detección 
rápida del ácido tenuazónico (TeA) en menos de 5 s. El principio de funcionamiento 
del sensor se basa en la interacción entre el analito y un complejo de coordinación 
luminiscente de rutenio(II) trifuncional, el cual está covalentemente anclado en la 
matriz polimérica. Específicamente, dicha interacción ocurre entre los N−H del 
ligando bimidazol y el anión 1,3-dicetonato del TeA, lo que induce modificaciones 
tanto en la intensidad como en el tiempo de vida de la luminiscencia del complejo. 
Estos cambios generan una señal óptica clara y fácilmente detectable (Figura 14). 
Este innovador enfoque no solo garantiza una elevada selectividad hacia el ácido 
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tenuazónico, sino que también permite una cuantificación precisa en tiempo real, 
representando un avance notable en la detección de micotoxinas debido a la 
posibilidad real de utilizar el tiempo de vida de emisión como señal analítica, con las 
ventajas que ello representa al tratarse de una magnitud intensiva y no extensiva 
(como la intensidad de emisión). 

 
Figura 14. Esquema que representa la morfología (arriba) y las propiedades luminiscentes (abajo) de las 
nano-capas MIP y NIP, así como la interacción del monómero funcional incorporado en la red polimérica 
con el TeA añadido, incluyendo la intensidad de luminiscencia y los tiempos de vida de emisión. 
Reproducido de la referencia [24] con permiso.  



 

 

CAPÍTULO 2 





27 
 

Capítulo 2. Síntesis de MIPs en distintos formatos y su 
aplicación 

• Determinación simultánea de ZON y AOH en muestras de aceite 
mediante partículas mixtas de MIP 

2.1.  Introducción 

Como se detalla en el capítulo 1, debido a la fuerte sinergia entre las micotoxinas 
presentes en los alimentos, es fundamental contar con técnicas que permitan su 
detección y cuantificación simultánea, manteniendo una vigilancia constante para 
identificar posibles micotoxinas emergentes. La zearalenona (ZON) y el alternariol 
(AOH) son dos ejemplos: mientras que existe abundante información sobre los efectos 
de la ZON en la salud humana y animal, así como sobre sus límites máximos 
residuales en una amplia variedad de alimentos, el AOH ha comenzado a recibir 
mayor atención debido a su creciente aparición en diversas muestras alimentarias. 
Aunque todavía no ha sido legislado como una micotoxina regulada, la investigación 
sobre los efectos perjudiciales del AOH está avanzando rápidamente. 

Además de las micotoxinas principales, como la ZON y el AOH, resulta crucial poder 
cuantificar sus metabolitos, tales como el α-zearalenol (α-ZOL), el β-zearalenol 
(β-ZOL) y el alternariol monometil éter (AME), ya que su rápido metabolismo en el 
organismo puede contribuir significativamente a la toxicidad general (Figura 15). 
Ambas micotoxinas coexisten frecuentemente en alimentos como cereales y aceites 
vegetales, los cuales constituyen una parte fundamental de la dieta humana. Estos 
aceites, especialmente vulnerables a la contaminación por hongos, han mostrado 
presencia de ZON y AOH en estudios previos realizados en aceites de girasol, colza, 
oliva, sésamo y maíz.92–96 Debido a que las micotoxinas suelen encontrarse en niveles 
muy bajos y en matrices complejas, resulta indispensable desarrollar métodos 
analíticos rápidos y fiables que permitan su detección y cuantificación simultánea de 
manera eficiente. La Tabla 3 resume varios métodos cromatográficos utilizados en 
estudios previos para la cuantificación de estas micotoxinas y algunos de sus 
derivados. 

La síntesis de MIPs capaces de reconocer ZON y AOH se ha descrito previamente por 
nuestro grupo y otros (Tabla 4).71,97–102 Sin embargo, hasta donde sabemos, no se han 
realizado intentos para llevar a cabo la extracción simultánea de micotoxinas con 
estructuras químicas muy diferentes en términos de tamaño, forma y funcionalidad 
utilizando MIPs.103 Hasta la fecha, se han reportado dos enfoques alternativos para 
aplicar estos polímeros a la extracción selectiva de más de una molécula objetivo: a) 
mezclar MIPs individuales selectivos para cada analito, o b) utilizar dos o más 
plantillas para la preparación del MIP.91,104 El primer enfoque tiene la ventaja de que 
el número de cavidades de unión específicas es mayor en comparación con los MIPs 
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de plantilla múltiple, los cuales presentan una mayor heterogeneidad en los sitios de 
unión.104–106 No obstante, las condiciones de extracción por SPE deben optimizarse 
cuidadosamente para mejorar el reconocimiento selectivo de los diferentes analitos de 
interés en los cartuchos empaquetados con MIPs, especialmente cuando éstos 
presentan propiedades químicas diferentes. 

 
Figura 15. Estructuras moleculares de zearalenona (ZON) y sus derivados α-zearalenol (α-ZOL) y 
β-zearalenol (β-ZOL), junto con el alternariol (AOH) y su derivado el alternariol monometil éter (AME). 
Las estructuras con los anillos coloreados representan las moléculas plantilla utilizadas en cada caso: 
2,4-dihidroxibenzoato de ciclododecilo (CDHB) y 3,8,9-trihidroxi-6H-dibenzo[b,d]piran-6-ona (S2). 
 

 
Figura 16. Procedimiento de extracción en fase sólida empleando un MIP como adsorbente (MISPE). 
En un cartucho con el MIP empaquetado se realizan los siguientes procedimientos: 1) 
acondicionamiento; 2) carga de la muestra; 3) lavado para eliminar interferentes retenidos en el MIP de 
manera no selectiva; 4) elución del analito retenido selectivamente y, finalmente, se regenera el cartucho 
para volverlo a usar. 
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Los MIPs se utilizan comúnmente en cartuchos para la extracción en fase sólida con 
impronta molecular (MISPE), donde capturan y preconcentran selectivamente los 
analitos antes de la elución en un volumen menor (Figura 16).107 La técnica MISPE 
facilita la limpieza de las muestras y la preconcentración de los analitos objetivo, 
mejorando así la cuantificación en matrices complejas.96,99,108 Varias empresas 
producen ahora cartuchos en cantidades industriales, aunque suelen ser selectivos para 
una sola micotoxina o para una familia de micotoxinas estructuralmente 
relacionadas.98,99  
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2.2. Objetivos 

Los objetivos principales de este trabajo están orientados al desarrollo de un método 
efectivo basado en MIPs para la extracción en fase sólida, que permita la medida 
simultánea de las micotoxinas ZON y AOH en aceites vegetales, con el fin de 
demostrar su aplicabilidad en matrices complejas y mejorar la capacidad de detección 
y cuantificación de estas micotoxinas en productos alimentarios. A continuación, se 
detallan los objetivos específicos de este capítulo: 

- Evaluar las propiedades fisicoquímicas del MIP diseñado para ZON y AOH, con el 
fin de asegurar su capacidad de reconocimiento selectivo y eficacia en la extracción 
de ambas micotoxinas. 

- Aplicar herramientas quimiométricas para optimizar las condiciones del proceso 
MISPE mediante el uso de MIPs, buscando maximizar la recuperación y selectividad 
de AOH y ZON en aceites vegetales. 

- Validar el procedimiento MISPE optimizado, evaluando parámetros como la 
capacidad de extracción, reproducibilidad, precisión y selectividad, con el objetivo de 
asegurar la eficiencia del método en la extracción simultánea de ambas micotoxinas. 

- Aplicar el método desarrollado para el análisis de muestras reales de aceites 
vegetales contaminados con AOH y ZON, verificando la aplicabilidad y robustez del 
procedimiento en matrices complejas de alimentos. 
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2.3. Parte experimental 

2.3.1. Reactivos y materiales 

El metanol (MeOH) y el acetonitrilo (ACN) de grado HPLC fueron adquiridos a 
Fisher (Waltham, MA, EE.UU.), mientras que el dimetilsulfóxido (DMSO) de grado 
HPLC fue suministrado por VWR (West Chester, PA, EE.UU.). El ácido 
trifluoroacético (TFA) fue suministrado por Fluorochem (Glossop, Reino Unido), y 
tanto el hidrógenodifluoruro de amonio como el fosfato disódico anhidro fueron 
adquiridos a Fisher. Por su parte, el fosfato monosódico y el hidróxido de 
tetrabutilamonio en metanol (TBAOH) provinieron de Merck (Darmstadt, Alemania). 
Merck también suministró el clorhidrato del metacrilato N-(2-aminoetilo), la 
metacrilamida (MAM, 98%) y el dimetacrilato de etilenglicol (EDMA, 98%). La 
N-(2-aminoetil) metacrilamida (EAMA, 98%) en forma de clorhidrato, se adquirió a 
Polysciences (Washington, PA, EE.UU.). Este clorhidrato se neutralizó con una 
cantidad estequiométrica de TBAOH en MeOH, tras lo cual se eliminó el disolvente 
mediante rotaevaporación y el sólido resultante se disolvió en DMSO anhidro, 
previamente purgado con argón. Cuando fue necesario, los monómeros se purificaron 
mediante cromatografía justo antes de su uso, utilizando una columna para 
eliminación de inhibidores de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). El iniciador 
2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitrilo) (ABDV) se adquirió a Wako (Neuss, Alemania) 
y se recristalizó en metanol antes de su uso. Alternariol monometil éter (AME), 
β-zearalenol (β-ZON), α-zearalenol (α-ZOL), resorcinol (RES) y ocratoxina A (OTA) 
se compraron a Merck. El alternariol (AOH) fue suministrado por Apollo Scientific 
(Bredbury, Cheshire, Reino Unido) y la zearalenona (ZON) por ABCR (Karlsruhe, 
Alemania). El agua se purificó utilizando un sistema Milli-Q Direct Q-3UV 
(Merck-Millipore, Bedford, MA, EE.UU.). Las moléculas plantilla, 3,8,9-trihidroxi-
6H-dibenzo[b,d] piran-6-ona (S2) y 2,4-dihidroxibenzoato de ciclododecilo (CDHB), se 
sintetizaron en el laboratorio siguiendo protocolos previamente optimizados.118,124 

2.3.2. Equipos y condiciones de medida 

El pH de las disoluciones tampón se ajustó utilizando un medidor de pH GLP 22 
(Crison; Barcelona, España). El sistema cromatográfico utilizó un cromatógrafo de 
alta resolución HP1100 (Agilent Technologies; Palo Alto, CA, EE.UU.) equipado con 
una bomba cuaternaria, desgasificador en línea, auto muestreador, inyector 
automático, termostato para columna y un detector de fluorescencia (FLD). La 
separación cromatográfica se realizó en una columna Agilent ZORBAX SB-C18 
HPLC (150 mm × 4.6 mm; 3.5 μm) con una elución en gradiente utilizando agua 
+ 0.1% TFA (A) y MeOH + 0.1% TFA (B). Las condiciones iniciales fueron 60% de 
B durante 4 min, seguidas de un gradiente lineal hasta el 68% de B a los 6 min, con 
una fase isocrática de 5 min al 68% de B, y finalmente 5 min en las condiciones 
iniciales para la reequilibración. La velocidad de flujo fue de 0.8 mL min⁻1, y la 
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temperatura de la columna se mantuvo a 30 °C. Antes del análisis, se mezclaron 
100 µL de muestra con 100 µL de agua. El volumen inyectado fue de 100 µL. En estas 
condiciones, el AOH se eluye a los 6.5 min y la ZON a los 11.2 min. Las longitudes 
de onda de medida en el detector FLD fueron: 1) de 0 a 7 min, λexc = 255 nm, 
λem = 404 nm; y 2) de 7 a 15 min, λexc = 282 nm, λem = 450 nm. Se obtuvieron curvas 
de calibrado lineales para AOH y ZON en el rango de 25 a 600 µg L⁻1 (r² ≥ 0.99). Se 
acopló un detector de matriz de diodos (DAD) al instrumento HPLC-FLD para 
estudiar las potenciales interferencias. Se monitoreó el resorcinol a λabs = 210 nm, el 
ácido tenuazónico a λabs = 280 nm, y la ocratoxina A con λex = 330 nm y λem = 460 nm. 

Las isotermas de desorción de nitrógeno a 77 K se midieron con un instrumento ASAP 
2020 (Micromeritics, Norcross, GA, EE.UU.). Las muestras se desgasificaron a 50 °C 
durante 2 h antes de las medidas. El área BET (SBET), el área superficial externa (St), 
y la distribución del tamaño de poros de los polímeros se calcularon como se describió 
en la sección 1.1.4.101 Las muestras de polímero se analizaron por microscopía 
electrónica de barrido (SEM) usando un microscopio electrónico JEOL-6400 
operando a 20 kV y un microscopio JEOL JSM 6355F con pistola de emisión de 
campo (FEG) operando a 15 kV (Centro Nacional de Microscopía Electrónica en la 
UCM). Las muestras para SEM se recubrieron con una fina capa de oro antes de la 
observación. Los espectros de RMN 1H se registraron en un espectrómetro Bruker 
Avance DPX500 operando a 500 MHz (Centros de Asistencia a la Investigación de la 
UCM). Los espectros FT-IR se obtuvieron con un espectrofotómetro infrarrojo por 
transformada de Fourier Tensor 27 (Bruker, Billerica, MA, EE.UU.) equipado con un 
detector DLATGS (Microwatt, Stuart, FL, EE.UU.). 

2.3.3. Polimerización en partículas de sílice 

Los polímeros se sintetizaron utilizando N-(2-aminoetil) metacrilamida (EAMA) 
como monómero funcional, metacrilamida como co-monómero y dimetacrilato de 
etilenglicol (EDMA) como agente entrecruzante, junto con esferas de sílice como 
esqueleto sacrificable para la polimerización.125 Se utilizaron dos compuestos 
sintéticos, 3,8,9-trihidroxi-6H-dibenzo[b,d]piran-6-ona (S2) y 2,4-dihidroxibenzoato 
de ciclododecilo (CDHB), que exhibían similitudes estructurales con AOH y ZON, 
respectivamente, en cuanto a tamaño, funcionalidad y forma, como sustitutos de las 
correspondientes moléculas plantilla para las síntesis de los MIPs. Antes de la síntesis 
de éstos, se neutralizó el clorhidrato de N-(2-aminoetil) metacrilamida (EAMA) 
añadiendo TBAOH en una proporción 1:1 para obtener el monómero funcional 
básico. Para ello, se eliminó el disolvente de la disolución comercial de 1 mol L−1 de 
TBAOH en metanol mediante rotaevaporación, y el residuo sólido se disolvió en 
DMSO anhidro. Se utilizaron microesferas de sílice (SilicaSphere™ PC, diámetro de 
40–75 µm, tamaño de poro de 500 Å, SiliCycle, Quebec, Canadá) como moldes 
sacrificables para la síntesis del MIP. El monómero funcional EAMA (0.31 mmol) se 
mezcló con 0.31 mmol de MAM en 0.34 mL de disolvente (DMSO para el MIP-ZON 
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y ACN–DMSO 70:30 v/v para el MIP-AOH), junto con la molécula plantilla 
(0.16 mmol de CDHB para el MIP-ZON o S2 para el MIP-AOH), y la mezcla de 
prepolimerización se dejó equilibrar durante 30 min. Entonces la mezcla se combinó 
con 3.12 mmol de EDMA y ABDV (5% en peso del total de monómeros). Luego se 
introdujeron 3.02 g de sílice en un vial de vidrio de 12 mL y se añadió la mezcla de 
prepolimerización gota a gota sobre la sílice, agitando hasta que las esferas fluyeran 
libremente. El vial se selló con un septum, se purgó con nitrógeno durante 5 min y se 
dejó polimerizar a 50 °C durante 24 h. Después de la polimerización, el molde de 
sílice se disolvió con una disolución acuosa de hidrógenodifluoruro de amonio 
(NH4HF2) 3 mol L⁻1 (3 × 150 mL) para obtener las esferas porosas de MIP. Para 
eliminar la molécula plantilla, los MIPs se lavaron con 0.5 L de MeOH–TFA 
(95:5 v/v) y 0.3 L de MeOH. Posteriormente, se mantuvieron en un horno a 50 °C 
hasta alcanzar la completa sequedad. Antes de empaquetar en los cartuchos SPE, las 
esferas se sedimentaron utilizando MeOH–agua (80:20 v/v) para eliminar las 
partículas finas de polímero. Los MIPs se secaron durante la noche en una estufa de 
vacío, se mezclaron en una proporción 1:1 en peso y se agitaron hasta obtener una 
mezcla homogénea antes de ser empaquetados en los cartuchos SPE. Los NIPs se 
prepararon de la misma manera, pero sin las moléculas plantilla. 

2.3.4. Diseño experimental para la preconcentración MISPE 

Se utilizó un diseño compuesto central (CCDn) para optimizar el método MISPE. Las 
variables incluidas en el estudio fueron: a) el volumen de carga de la muestra (L); b) 
la cantidad de acetonitrilo en el disolvente de lavado (A); c) el volumen de disolvente 
de lavado (W); y d) el volumen de disolvente de elución (E). El dominio experimental 
utilizado para evaluar la influencia de las variables experimentales fue el siguiente: a) 
L: 14 – 31 mL en tampón fosfato 0.050 mol L⁻1 (pH 8.2); b) A: acetonitrilo–agua 
13 – 28% (v/v); c) W: 2 – 4 mL; d) E: 1.5 – 2.5 mL de MeOH–TFA, 97:3 v/v. La 
masa de polímero empaquetada en los cartuchos SPE y el caudal se mantuvieron 
constantes en 150 mg y 0.5 mL min⁻1, respectivamente. Se llevaron a cabo un total de 
54 experimentos en un orden aleatorio para generar los datos experimentales del 
diseño CCDn. De estos, 16 correspondieron al diseño factorial (duplicado), 8 a puntos 
axiales (duplicado) y 6 a réplicas del punto central. La respuesta seleccionada fue la 
recuperación de ambas micotoxinas en el MIP y en el NIP. Se propuso un modelo 
multivariante para cada respuesta. El diseño experimental, las superficies de respuesta 
estimadas mediante regresión lineal múltiple y los resultados de la optimización se 
generaron y analizaron utilizando el programa estadístico Design Expert 10 
(Stat-Ease, MN, EE.UU.). La adecuación del modelo se evaluó mediante el 
coeficiente de determinación ajustado (Adj r2), que considera el número de parámetros 
en el modelo en relación con el número de ejecuciones en el diseño, el coeficiente de 
determinación predicho (Pred r2) y la prueba de falta de ajuste del modelo basada en 
el análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. Además, se 



Determinación simultánea de ZON y AOH en muestras de aceite 

40 
 

utilizaron tres gráficos diagnósticos para evaluar la adecuación de los modelos 
empíricos: 1) un gráfico de probabilidad normal del residual estudentizado, 2) el 
residual estudentizado frente a los valores predichos, y 3) los valores predichos frente 
a los valores reales de respuesta. El programa del modelo ajustado proporcionó las 
condiciones óptimas. 

2.3.5. Extracción de AOH y ZON usando MISPE 

Los cartuchos de extracción en fase sólida (5 mL, Varían, Palo Alto, CA, EE.UU.) se 
empaquetaron con 150 mg de MIP o el correspondiente NIP. Los cartuchos se 
equilibraron con 10 mL de MeOH y 10 mL de tampón fosfato (50 mmol L⁻1, pH 8.2). 
La muestra (30 mL), disuelta en tampón fosfato (50 mmol L⁻1, pH 8.2), se percoló a 
través de los cartuchos a un caudal constante de 0.8 mL min⁻1 con ayuda de una bomba 
peristáltica Minipuls 3 (Gilson; Villiers-le-Bel, Francia) de 4 canales. Los cartuchos 
se enjuagaron con 2 mL de mezcla ACN–agua (20:80 v/v) para eliminar los 
compuestos retenidos de forma no específica. Finalmente, las micotoxinas se eluyeron 
con 2.5 mL de metanol que contenía 5% de TFA y los cartuchos se reequilibraron con 
MeOH y tampón fosfato (50 mmol L⁻1, pH 8.2) antes de una nueva aplicación. Los 
eluyentes de la columna MISPE se inyectaron en el sistema HPLC-FLD para su 
análisis. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

2.3.6. Limpieza y preconcentración de muestras de aceite usando MISPE 
La extracción de muestras se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente con algunas modificaciones (Figura 17).71 Las muestras de aceite 
(2.0000 ± 0.0025 g) se combinaron con 10 mL de agua ultrapura agitando durante 
15 min en un agitador Vibromatic (J.P. Selecta, Barcelona, España). Luego, se 
añadieron 10 mL de ACN y la mezcla se agitó durante otros 15 min para, a 
continuación, añadir (4.00 ± 0.05) g de Na2SO4 anhidro. Tras 15 min de agitación con 
un agitador orbital, la mezcla se centrifugó durante 10 min a 3200 rpm (centrífuga 
Ultrafree®-MC, Millipore, Bedford, MA, EE.UU.). Se recogió una alícuota (5 mL) del 
sobrenadante y se evaporó hasta sequedad a 60 ºC utilizando un módulo Turbovap LV 
(Biotage AB, Uppsala, Suecia). A continuación, se añadieron 100 µL de MeOH a la 
disolución para mejorar la solubilidad de las micotoxinas. El extracto se redisolvió en 
10 mL de tampón fosfato (50 mmol L⁻1, pH 8.2) y se centrifugó durante 10 min a 
11000 rpm. Finalmente, 9 mL del sobrenadante se cargaron en los cartuchos MISPE 
para la limpieza y preconcentración de la muestra. Las extracciones de muestras de 
aceite que no contenían micotoxinas en los límites de detección del método se 
fortificaron con disoluciones estándar de AOH y ZON para su cuantificación. Se 
generaron curvas de calibrado lineales en los rangos de 50 – 300 µg L⁻1 y 
100 – 500 µg L⁻1 para AOH y ZON, respectivamente (r2 > 0.99). Todos los 
experimentos se realizaron por triplicado. 
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Figura 17. Proceso de extracción y purificación de micotoxinas en muestras de aceite utilizando MISPE, 
antes del análisis por HPLC. 

 
2.3.7. Validación del método 

Los extractos de muestras de aceite de maíz fortificados se utilizaron para la 
validación del método debido a la falta de materiales de referencia certificados. La 
muestra se adquirió en un supermercado local. La validación del método se llevó a 
cabo de acuerdo con la Decisión de la Comisión 2002/657/CE en términos de 
especificidad, linealidad, recuperación aparente e incertidumbre de medida (U).126 Se 
aplicaron las directrices ICH para evaluar el límite de detección (LOD), el límite de 
cuantificación (LOQ), la repetibilidad (precisión intra-día; RSDr) y la 
reproducibilidad (precisión intermedia; RSDR).127 La capacidad de detección (CCβ) y 
el límite de decisión (CCα) se calcularon aplicando el procedimiento de curva de 
calibrado descrito en trabajos anteriores.128,129 Para verificar los resultados, las 
muestras se analizaron por HPLC-MS/MS utilizando el método descrito en la 
Tabla 5. 

Tabla 5. Parámetros de MS/MS con monitoreo de reacciones múltiples (MRM), voltaje del fragmentador 
y energía de colisión. 

Analito Ion precursor 
(m/z) 

Iones producto 
(m/z)(*) 

Voltaje del 
fragmentador 

(V) 
Energía de 
colisión (V) 

AOH 259.06 185.00/128.00 128/128 34/50 
ZON 319.16 [M+H+] 301.10/283.10 80/80 6/6 
AME 273.08 128.00/115.10 128/128 50/50 

α/β-ZOL 321.17 303.10/285.10 80/80 6/6 
* Iones cuantificadores/cualificadores  



Determinación simultánea de ZON y AOH en muestras de aceite 

42 
 

2.4. Resultados y discusión 

2.4.1. Caracterización del MIP 

Los MIPs se prepararon en formato de microesferas utilizando CDHB (para ZON) y 
S2 (para AOH) como moléculas plantilla (Figura 15). La estequiometría del aducto 
formado entre la plantilla CDHB y el monómero funcional EAMA en la mezcla de 
pre-polimerización se determinó mediante una valoración por RMN 1H en DMSO-d6. 
La concentración de CDHB se mantuvo constante mientras se añadían cantidades 
crecientes de EAMA a la disolución de análisis. El protón H5 de la molécula plantilla 
experimentó los cambios más significativos en el desplazamiento químico (Figura 
18A), y los valores de Δδobs se usaron para representar el gráfico de Job de la Figura 
18B, que muestra un máximo en 0.67, compatible con la formación de un aducto 2:1 
EAMA-CDHB mediante una interacción de doble enlace de hidrógeno dador–aceptor 
(Esquema 1).  

 
Figura 18. Cambio en el desplazamiento químico del protón H5 del CDHB en función de la fracción 
molar de EAMA (base) en DMSO-d6 ([S2] = 5 × 10−3 mol L⁻1). A) Espectro de RMN 1H mostrando el 
desplazamiento del protón H5. B) Gráfico de Job que ilustra la relación entre ambas moléculas. 
 
Las constantes de asociación en DMSO se calcularon según lo descrito a continuación. 
La variación en el desplazamiento químico del protón monitorizado del CDHB (H5) 
(Δδobs), en ausencia y en presencia de EAMA puede calcularse usando la ecuación 1,  

 (1) 

donde Δδ0
11 y Δδ0

21 son las diferencias entre los desplazamientos químicos del protón 
de las especies libres, en los aductos 1:1 o 2:1; K11 y K21 son las constantes de 
asociación correspondientes; y [A] y [T] son las concentraciones de EAMA libre y del 
sucedáneo CDHB, respectivamente. La concentración aproximada de EAMA libre es 
función de las concentraciones totales de molécula plantilla y EAMA ([T]T y [A]T), 

 δ δδ Δ + ΔΔ =
+ +

0 0
11 11 11 21 21

11 11 21

2 [ ]
1 2 [ ]

[ ]

obs
K K K A

K K K A
T
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así como de K11 y K21 para todos los puntos de las curvas experimentales, como se 
refleja en la ecuación 2, 

 

(2) 

las variables Δδobs y [A]T se miden experimentalmente, mientras que Δδ0
11, Δδ0

21, K11 
y K21 se estiman mediante el ajuste de curvas a la ecuación 1. El valor de la variable 
intermedia [A] se calcula de manera iterativa usando la ecuación 2 para cada punto de 
la curva experimental. 

 
Esquema 1. Interacciones sugeridas entre la molécula plantilla y el monómero funcional: A) ZON-MIP 
y B) AOH-MIP. 
 
Los resultados obtenidos fueron K11 = 3.7×103 L mol⁻1 y K21 = 2.5 L mol⁻1. Ambos 
están en el mismo orden de magnitud que los descritos anteriormente para la 
interacción de la molécula plantilla del AOH (S2) con EAMA en el mismo disolvente 
(es decir, 2.6 y 2.4 ×103 L mol⁻1 para K11, 5.7 y 6.3 L mol⁻1 en el caso de K21, 
dependiendo del protón que se monitoriza).97 Por lo tanto, los polímeros se 
sintetizaron con EAMA como monómero funcional, MAM como co-monómero y 
EDMA como entrecruzante en una proporción molar TM/EAMA/MAM/EDMA de 
1:2:2:20, utilizando esferas de sílice como molde sacrificable. Los espectros IR 
mostrados en la Figura 19 confirman que la sílice ha desaparecido en los materiales 
MIP y NIP después de la disolución con NH4HF2. Las bandas típicas de sílice a 
∼ 3300 cm⁻1 (combinación de las bandas de tensión SiO–H y H₂O−H adsorbida) y 
1040 cm⁻1 (tensión Si–O) están ausentes en los espectros IR del MIP y el NIP. Estos 
dos materiales solo muestran las bandas intensas del grupo éster carboxílico a 
1725 cm⁻1 (tensión C–O) y 1150 cm⁻1 (tensión OC−O) del monómero EDMA. Sin 
embargo, la vibración característica C–O (tensión) del grupo amida del monómero de 
acrilamida no es visible, ya que está oculta bajo la fuerte banda del grupo éster, pero 
la tensión OC−N (banda amida III) del MIP aparece a 1422 cm⁻1. Sorprendentemente, 

 2
11 21

11 11 21

[ ] 2 [ ] [ ][ ]
1 [ ] 4 [ ] [ ]

T T T

T T T

A K K T AA
K T K K T A

+
=

+ +
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el modo de oscilación del grupo NH2 alifático del monómero EAMA a 721 cm⁻1 

(deformación N−H) se aprecia en el MIP, pero no tanto en el NIP, lo cual podría 
explicarse considerando la diferente reactividad del monómero funcional en presencia 
y ausencia de la plantilla. 

 
Figura 19. Espectros FTIR de las partículas de sílice porosa (negro), MIP (rojo) y NIP (azul) (estas dos 
últimas después de la eliminación de la sílice). 
 

 
Figura 20. Isotermas de adsorción-desorción de nitrógeno a 77 K para los polímeros con impronta 
molecular de CDHB (marrón) y S2 (naranja), y para los polímeros sin impronta molecular (azul). 

Los polímeros con impronta por CDHB y S2, así como el NIP, muestran isotermas de 
adsorción de nitrógeno de tipo “IV” (Figura 20) y un bucle de histéresis de tipo H3, 
que suelen asignarse a materiales meso-macro porosos.130 La Tabla 6 recoge los 
valores del área BET (SBET), la superficie externa (St) obtenida a partir de los gráficos 
t y el volumen de poros correspondiente a microporos (Vmicro) y meso-macroporos 
(Vp). Como era de esperar, SBET es mayor que St en todos los casos. Esta diferencia es 
significativa en el caso del NIP debido a la importante contribución de su 
microporosidad al área BET. Las curvas de distribución del tamaño de poro del NIP 
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obtenidas de la desorción y adsorción de nitrógeno (Figura 21) se caracterizan por un 
mayor número de poros de diámetro pequeño en comparación con los polímeros con 
impronta. Este hecho podría atribuirse a la ausencia de la molécula plantilla durante 
el proceso de polimerización. 
 
Tabla 6. Parámetros texturales de los polímeros con impronta molecular de CDHB y S2, así como de los 
polímeros sin impronta molecular. 

Polímero Plantilla SBET 

(m2 g−1) 
St 

(m2 g−1) 
Vmicro 

(× 103 cm3 g−1) 
Vp 

(cm3 g−1) 
MIP CDHB 51 37.2 5.9 0.27 
MIP S2 128 98 13.4 0.88 
NIP -- 229 132 47.2 1.23 

SBET: área BET de los materiales poliméricos; St: área de superficie externa; Vmicro: volumen de los 
microporos; Vp: volumen de los meso-macroporos. 

 
Figura 21. Curvas de distribución de tamaño de poro obtenidas a partir de las secciones de A) desorción 
y B) adsorción de las isotermas de N2 para los polímeros con impronta molecular por CDHB (marrón) y 
S2 (naranja), así como para los polímeros sin impronta molecular (azul). 
 
Sin embargo, como se observa en las micrografías electrónicas de barrido (Figura 
22), las características morfológicas de la mezcla de polímeros con impronta por 
CDHB y S2, en una proporción 1:1 (p/p), fueron similares a las del NIP. Se obtuvieron 
microesferas con un rango de tamaño similar (60 ± 6 µm) debido al uso del molde de 
sílice sacrificable durante la polimerización. La porosidad de los materiales, 
determinada después de la eliminación de la sílice, fue muy similar para ambos 
materiales. 
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Figura 22. Micrografías SEM de las microesferas mezcladas de A) MIP y B) NIP preparadas con 
impronta por CDHB y S2 y sin impronta alguna. 
 
Para evaluar los isotermas de unión en equilibrio de ZON al polímero con impronta 
por ZON y al NIP (Figura 23), 20 mg de polímero se incubaron con la micotoxina a 
concentraciones en el rango de 0.005 – 0.750 mmol L⁻1, durante 24 h. El gráfico de la 
cantidad de toxina unida al polímero (B, μmol g⁻1), en función de la concentración de 
micotoxina libre en el sobrenadante (F, mmol L⁻1), se ajustó a la isoterma de 
Freundlich (B = aFm)131, donde a es proporcional al número de sitios de unión en el 
polímero (NT) y su afinidad media por la molécula objetivo (K0), y m es un parámetro 
que refleja la heterogeneidad de los sitios de unión (“índice de heterogeneidad”). Su 
valor varía entre uno y cero, disminuyendo a medida que aumenta la heterogeneidad 
de los sitios de unión. Se utilizaron las ecuaciones de Rampey (Ecuaciones 3 y 4) para 
calcular el número aparente de sitios, NK1−K2, y la afinidad promedio ponderada 
aparente, KK1−K2 (Tabla 7).132 

La capacidad de unión de los polímeros con impronta por ZON y AOH 
(NMIP,ZON = 54 μmol g⁻1; NMIP,AOH = 35 μmol g⁻1) es mayor que la de los NIPs 
(NNIP,ZON = 30 μmol g⁻1; NNIP,AOH = 22 μmol g⁻1). Lo mismo ocurre con la afinidad 
promedio ponderada en el rango de concentración evaluado (0.005 – 0.75 mmol L⁻1) 
(KMIP,ZON = 135 L mmol⁻1; KNIP,ZON = 50 L mmol⁻1; KMIP,AOH = 109 L mmol⁻1; 
KNIP,AOH = 50 L mmol⁻1), pero la diferencia entre los valores de MIP y NIP es mayor 
para ZON que para AOH. El índice de heterogeneidad de los polímeros con impronta 
por micotoxina (ZON-MIP: 0.64 ± 0.05; AOH-MIP: 0.41 ± 0.07, Tabla 7) no fue 
significativamente diferente de los del NIP (ZON-NIP: 0.68 ± 0.03; 
AOH-NIP: 0.49 ± 0.02), aunque resultó mayor para ZON que para AOH.  
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Figura 23. Isotermas de unión en equilibrio para ZON con el MIP (azul) y con el NIP correspondiente 
(rojo) en DMSO. Las líneas continuas corresponden a los ajustes a la ecuación de Freundlich (B = aFm) 
(10 puntos, n = 2). 
 
Tabla 7. Parámetros de las isotermas de unión en equilibrio para la unión de ZON y AOH (en DMSO) 
por los respectivos MIPs y NIPs. La capacidad de unión del polímero (a) y el índice de heterogeneidad 
de los sitios de unión (m) se obtuvieron a partir del ajuste de los datos experimentales (Figura 23) a la 
isoterma de Freundlich correspondiente. La constante de asociación (K) y las capacidades de unión 
específicas (N) se calcularon a partir de las ecuaciones 3 y 4. Los datos para el polímero con impronta 
molecular de AOH se publicaron en un trabajo anterior.97  

Analito/ 
Polímero 

KK1 – K2 
(mmol L−1) 

Krango 
(mmol L−1) 

(Kmin – Kmax) 
 

NK1 – K2 
(µmol g−1) m 

a 
(µmol g−1 

(mmol L−1)m) 
r2 

ZON / MIP 135 ± 7 38 – 2917 54 ± 6 0.64 ± 0.05 155 ± 9 0.998 
ZON / NIP 51 ± 5 25 – 1123 30 ± 3 0.68 ± 0.03 61 ± 9 0.980 
AOH / MIP 109 ± 10 31 – 2014 35 ± 2 0.41 ± 0.07 75 ± 9 0.980 
AOH / NIP 50 ± 4 23 – 1007 22 ± 2 0.49 ± 0.02 46 ± 2 0,997 

 𝑁௄ଵି௄ଶ = 𝑎(1 −𝑚ଶ)(𝐾ଵି ௠ − 𝐾ଶି ௠) (3) 

𝐾௄ଵି௄ଶ = ቀ 𝑚𝑚 − 1ቁ ቆ𝐾ଵଵି௠ − 𝐾ଶଵି௠𝐾ଵି ௠ − 𝐾ଶି ௠ ቇ (4) 

2.4.2. Optimización quimiométrica del MISPE para AOH y ZON 
Como se indica en la sección 2.3.4, se utilizó un diseño compuesto central para la 
optimización de MISPE, siendo el volumen de carga de muestra (L), el volumen de 
lavado (W), el volumen de elución (E) y la cantidad de acetonitrilo en la disolución 
de lavado (A) los factores experimentales. La Tabla 8 resume el diseño experimental, 
donde se seleccionaron los niveles máximos y mínimos para la distancia a los puntos 
axiales. Las recuperaciones en el dominio experimental estuvieron en el rango de 

Free (mM)

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

Bo
un

d 
(μ

m
ol

/g
)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Libre / mmol L⁻¹

U
ni

do
 / 

µm
ol

 g
⁻¹



Determinación simultánea de ZON y AOH en muestras de aceite 

48 
 

14 – 93% y 61 – 110% en el MISPE, y en el rango de 0.26 – 97% y 0.13 – 3.9% en el 
NISPE para ZON y AOH, respectivamente. 
Tabla 8. Diseño central compuesto para la optimización del MISPE de micotoxinas.  

Factor Unid. Cód. 
Nivel experimental (Nivel codificado) 

Axial Fact. Central Fact. Ax. 

Volumen 
carga de 
muestra 

mL L 5 (–2) 14 (–1) 23 (0) 31 (+1) 40 (+2) 

Volumen 
de lavado mL W 1 (–2) 2 (–1) 3 (0) 4 (+1) 5 (+2) 

Volumen 
de elución mL E 1 (–2) 1.5 (–1) 2 (0) 2.5 (+1) 3 (+2) 

Cantidad de 
acetonitrilo % A 5 (–2) 13 (–1) 20 (0) 28 (+1) 35 (+2) 

Respuesta Unid. Min. Max. Mean Std. Dev. Transformación 

ZON-MIP % 14 93 72 13 Ninguno 

AOH-MIP % 61 110 78 9 Ninguno 

ZON-NIP % 0.26 97 24 29 Raíz cuadrada 

AOH-NIP % 0.13 3.9 1.2 0.92 Log natural 

Las recuperaciones de extracción en el MIP y NIP para las micotoxinas objetivo se 
predijeron mediante un modelo estadístico que incluye términos interactivos y 
polinómicos. Se consideraron inicialmente todas las posibles interacciones entre los 
cuatro factores. Además, los coeficientes significativos de cada modelo empírico se 
seleccionaron en función de la regresión escalonada y los valores de p, usando un 
umbral de 0.1 para añadir o eliminar coeficientes. Un análisis de varianza (ANOVA) 
de los modelos de superficie de respuesta estimados por la regresión escalonada 
mostró un valor de p > 0.05 en la falta de ajuste, por lo que la falta de ajuste de los 
modelos estimados no fue significativa en comparación con el error puro. Por otra 
parte, el método de Box-Cox sugirió aplicar una transformación a las observaciones 
del NISPE para estabilizar la varianza. Así, se aplicaron una transformación de raíz 
cuadrada y una transformación de logaritmo natural a las observaciones de ZON y 
AOH. 
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Se utilizó una metodología de mínimos cuadrados para estimar los coeficientes de 
regresión de los modelos de regresión lineal múltiple para cada micotoxina y sistema 
de polímero. Todos los modelos fueron significativos con un valor de p < 0.0001. La 
significancia del ajuste y la capacidad de los modelos para explicar la variabilidad de 
la respuesta, es decir, la extracción de las micotoxinas, y predecir un valor de 
recuperación a partir de nuevas observaciones se estimaron calculando el coeficiente 
de determinación ajustado por el número de parámetros en el modelo en relación con 
el número de puntos en el diseño (Adj r2), así como el coeficiente de determinación 
predicho (Pred r2) (Tabla 9). El Adj r2 para los modelos de regresión de extracción 
de ZON, 0.8399 y 0.9748 para el MISPE y el NISPE, respectivamente, fue mayor que 
el de los modelos de regresión de extracción de AOH, 0.6233 y 0.6062 para el MISPE 
y el NISPE, respectivamente. Por lo tanto, pueden ocurrir algunas desviaciones en las 
predicciones para las recuperaciones de extracción de AOH. No obstante, el Pred r2, 
que indica la capacidad del modelo para estimar un valor de respuesta, mostró un 
acuerdo razonable con el Adj r2 (la diferencia siempre fue menor que 0.2) para todos 
los modelos de regresión. Esto sugiere que los modelos ajustaron bien los datos y 
ofrecieron una estimación adecuada para la respuesta del sistema. 

Los modelos empíricos se evaluaron adicionalmente utilizando tres tipos de 
herramientas diagnósticas: 1) el gráfico de probabilidad normal del residual 
estudentizado (Figura 24), 2) el residual estudentizado frente a los valores predichos 
(Figura 25) y 3) los valores predichos frente a las respuestas reales (Figura 26). 
Ninguno de los tres tipos de gráficos reveló ninguna deficiencia alguna de los modelos 
para cualquiera de las micotoxinas o polímeros (MIP y NIP). 
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Tabla 9. Coeficientes de regresión de los modelos de mínimos cuadrados en función de los factores 
codificados.* 

Term. 
polinó

m. 

ZON-MIP AOH-MIP Sqrt (ZON-NIP) Ln (AOH-NIP) 

Coef. Std. error Coef. Std. error Coef. Std. error Coef. Std. error 

Int. 76 1.3 77 1.7 2.2 1.5×10-1 -3.6×10-1 1.3×10-1 

W     -6.7×10-1 6.9×10-2 -4.6×10-1 7.3E-02 

E   -10 3.5     

A -14 1.3   -2.1 1.2×10-1 -4.2×10-1 8.2×10-2 

LW   -2.8 9.9×10-1     

LE 3.9 1.0 4.1 9.9×10-1 1.8×10-1 8.4×10-2   

WE       1.8×10-1 9.0×10-2 

WA   4.4 9.9×10-1   -1.8×10-1 9.0×10-2 

L2   1.7 8.2×10-1 1.6×10-1 7.8×10-2 1.6×10-1 7.3×10-2 

W2     3.4×10-1 7.0×10-2 1.3×10-1 7.3×10-2 

E2   3.4 1.6     

A2 -6.8 7.4×10-1 -2.5 8.2×10-1 8.1×10-1 7.0×10-2   

LWE -4.0 1.0       

WEA   2.2 9.9×10-1     

L2W -3.9 1.0 1.8 9.9×10-1     

L2E   13 3.6     

L2A 9.8 1.6   -9.6×10-1 1.5×10-1   

LWEA -2.1 1.0       

L2W2 5.1 1.5   1.0 1.4×10-1   

Adj r2 0.8399  0.6233  0.9748  0.6062  

Pred r2 0.7930  0.5141  0.9673  0.5283  

* L: Volumen de carga de muestra; W: Volumen de lavado; E: Volumen de elución; A: Cantidad de 
acetonitrilo en la disolución de lavado. 
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Figura 24. Gráficos de probabilidad normal del residual estudentizado. A) ZON-MISPE, B) 
AOH-MISPE, C) ZON-NISPE y D) AOH-NISPE. 

 

 
Figura 25. Gráficos del residual estudentizado frente a recuperación predicha. A) ZON-MISPE, B) 
AOH-MISPE, C) ZON-NISPE y D) AOH-NISPE. 
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Figura 26. Gráficos de recuperación real frente a recuperación predicha. A) ZON-MISPE, B) 
AOH-MISPE, C) ZON-NISPE y D) AOH-NISPE. 
 
El factor más significativo en la recuperación de ZON, tanto en el MISPE como en el 
NISPE, fue la cantidad de acetonitrilo presente en la disolución de lavado, mostrando 
un efecto negativo. Para AOH, se observó un efecto negativo del volumen de la 
disolución de elución y un efecto positivo de la interacción de la cantidad de 
acetonitrilo en la disolución de lavado con el volumen de la disolución de lavado en 
la recuperación de MISPE. En el caso del NISPE, los factores que afectaron 
significativamente a la recuperación fueron el volumen de lavado y su contenido de 
acetonitrilo. La recuperación observada de AOH con el NISPE fue menor al 4% en 
todos los experimentos, lo que atestigua la baja selectividad del polímero sin 
impronta. 

En general, el volumen de carga de la muestra supuso un efecto significativo a través 
de su término cuadrático y su interacción con los otros factores, mostrando un efecto 
positivo con el volumen de elución. 

Utilizando la función de deseabilidad general, se realizó una optimización de 
respuesta múltiple, para maximizar la recuperación de extracción de las micotoxinas 
objetivo en el MISPE y minimizar su recuperación en el NISPE, siendo el objetivo 
deseado para cada factor dentro del rango estudiado. Sin embargo, dado que la 
recuperación de AOH fue menor al 4% en el dominio experimental del NISPE, esta 
variable de respuesta no se consideró en la optimización. Por otro lado, dado que la 
recuperación observada de AOH fue mayor que la de ZON en el MISPE, se le dio 
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mayor importancia a maximizar y minimizar la recuperación de ZON en el MISPE y 
NISPE, respectivamente. 

Los gráficos de contorno (Figura 27) de la función de deseabilidad general en el 
dominio experimental mostraron que las condiciones que maximizaron la 
deseabilidad general cayeron en dos regiones, ya sea con los volúmenes de carga de 
muestra y elución en su nivel más bajo y un volumen de lavado relativamente alto, o 
con los volúmenes de carga de muestra y elución en su nivel más alto y el volumen 
de lavado en el nivel más bajo en el diseño experimental. En ambos casos, la cantidad 
óptima de acetonitrilo fue similar. Así, se establecieron las condiciones óptimas de 
trabajo, la recuperación predicha de micotoxinas en MISPE y NISPE, y el intervalo 
de predicción para un nivel de confianza del 95% (Tabla 10). Las condiciones que 
predijeron una recuperación de MISPE superior al 87% y recuperaciones de NISPE 
inferiores al 10% para ZON y AOH fueron 31 mL de volumen de carga de muestra, 
2.0 mL de volumen de lavado, 2.5 mL de volumen de elución y 23% de acetonitrilo 
en la disolución de lavado. 

 
Figura 27. Gráficos de contorno de la función de deseabilidad general para la extracción de ZON y AOH 
basada en MISPE y NISPE. 
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Tabla 10. Condiciones experimentales óptimas, recuperación predicha de micotoxinas en MISPE y 
NISPE, e intervalo de predicción al 95%. 

Factor    Deseabilidad 
global 

Volumen de carga 
muestra (mL) 

Volumen de 
lavado (mL) 

Volumen de 
elución 
(mL) 

Cantidad de 
acetonitrilo 

(ACN/H2O, v/v) 
 

31.0 2.0 2.5 23 0.884 

 MISPE NISPE 
 ZON AOH ZON AOH 
Recuperación 
predicha (%) 89 87 11 1.2 

Intervalo de 
predicción (%) 75 – 100 75 – 99 4.9 – 18 0.4 – 3.1 

Las conclusiones obtenidas del proceso de optimización se confirmaron mediante 
pruebas adicionales. Así, se realizaron tres extracciones replicadas de MISPE y 
NISPE bajo las condiciones de trabajo optimizadas (Tabla 11). Las recuperaciones 
experimentales en el MISPE estuvieron cerca de los valores predichos por los modelos 
de regresión de superficie de respuesta para ambas micotoxinas, confirmando que los 
modelos de regresión de superficie de respuesta desarrollados proporcionan una 
interpretación y predicción correcta de los resultados. Para aumentar al máximo las 
recuperaciones en el MIP sin afectar significativamente a la unión no específica en el 
NIP, se decidió usar una disolución de lavado de 20% ACN–H2O para experimentos 
adicionales. 

Tabla 11. Recuperación de micotoxinas bajo las condiciones óptimas de extracción.a 

Micotoxina MISPE (%) NISPE (%) 

ZON 89 ± 7 15 ± 5 

AOH 88 ± 2 3.6 ± 0.1 
   a Recuperación ± intervalo de confianza (α = 0.05; n = 3). 

 
2.4.3. Caracterización del procedimiento MISPE 
Como se describe en la sección 2.3.5, los cartuchos MIP/NIP se cargaron con 150 mg 
de polímero y se percolaron 30 mL de disoluciones de muestra que contenían ZON y 
AOH (25 – 600 µg L⁻1) disueltos en un tampón fosfato (50 mmol L⁻1, pH 8.2) a un 
flujo constante de 0.8 mL min⁻1. Los cartuchos se enjuagaron con 2 mL de una mezcla 
de ACN-agua (20:80 v/v) para eliminar los compuestos retenidos de manera no 
específica, y las micotoxinas se eluyeron con 2.5 mL de metanol que contenía 5% de 
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TFA. Las fracciones eluídas se analizaron mediante HPLC-FLD y los resultados se 
muestran en la Figura 28. 

 
Figura 28. Rectas de calibrado para A) ZON (MISPE: y = 2.33 × CZON – 11.47, r2 = 0.995; NISPE: 
y = 0.49 × CZON – 1.42, r2 = 0.982) y B) AOH (MISPE: y = 2.43 × CAOH – 8.20, r2 = 0.994; NISPE: 
y = 0.05 × CAOH – 0.64, r2 = 0.981) utilizando MISPE y NISPE (V = 30 mL en tampón fosfato 
50 mmol L−1, pH 8.2). 
 
Se observó una excelente linealidad para ambas micotoxinas en el MIP (r2 > 0.993), 
con un factor de preconcentración de 10 veces y factores de impronta (IFs, del inglés 
imprinting factors) de 4.76 y 51.9 para ZON y AOH, respectivamente. Para evaluar 
la selectividad del método MISPE, los cartuchos se cargaron con disoluciones de 
30 mL que contenían 500 µg L⁻1 de AOH, AME, ZON, α-ZOL, β-ZOL, TeA, OTA y 
RES en tampón fosfato (50 mmol L⁻1, pH 8.2) y se preconcentraron utilizando el 
método MISPE optimizado. Como se observa en la Figura 29, el cartucho MIP 
mostró una alta afinidad por AOH (R = 97%) y ZON (R = 92%), con una afinidad 
ligeramente menor por sus metabolitos correspondientes (AME, α-ZOL y β-ZOL) 
pese a su similitud estructural. Las recuperaciones en el NIP fueron inferiores al 27% 
para todas las toxinas, independientemente de su hidrofobicidad (medida como log P). 

 
Figura 29. Porcentaje de recuperación en el MISPE (barras rojas) y en el NISPE (barras azules) de AOH, 
ZON, α-ZOL, β-ZOL, AME, OCRA, RES y TeA (V = 30 mL en tampón fosfato 50 mmol L⁻1, pH 8.2) 
añadidos a una concentración de 500 μg L⁻1 para cada uno de los compuestos ensayados (RSD ≤ 12%, 
n = 3), junto con sus correspondientes valores de log P. 
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Para comprobar la idoneidad del método en el análisis de AOH y ZON en muestras 
de aceite, se fortificó un aceite de maíz refinado, que no contenía ninguna de las 
toxinas en niveles superiores a los límites de detección del método, con AOH y ZON 
en el rango de 50 – 500 µg kg⁻1, y se extrajo como se describe en la sección 2.3.5. Los 
cartuchos se cargaron con 9 mL del extracto de la muestra de aceite para aumentar el 
caudal de la muestra. No se observaron diferencias significativas entre las pendientes 
de las curvas de calibrado medidas en la disolución tampón y en el extracto de aceite 
de maíz refinado, lo que indica que no hubo efecto de la matriz. 

Los límites de detección (LOD) y de cuantificación (LOQ) en la matriz de aceite se 
calcularon según las recomendaciones de la ICH como 3 y 10 veces la relación S/N, 
respectivamente, para n ≥ 7 análisis repetidos cerca del LOD o del LOQ.127 Los 
resultados se recogen en la Tabla 12. Estos valores son ligeramente superiores a los 
obtenidos utilizando detección por espectrometría de masas (Tablas 3 y 4), pero del 
mismo orden de magnitud que otros métodos cromatográficos que analizan una sola 
micotoxina con menor precisión. Los valores del límite de decisión (CCα) y la 
capacidad de detección (CCβ) también se incluyen en la Tabla 12. Los cartuchos se 
reutilizaron más de 100 veces sin perder sus propiedades de preconcentración. 

Tabla 12. Límite máximo residual (LMR), linealidad, límite de detección (LOD), límite de 
cuantificación (LOQ), límite de decisión (CCα) y capacidad de detección (CCβ) para la validación del 
método de análisis de las micotoxinas objetivo. 

Micotoxina 
LMR en 
aceite de 

maíz 
(µg kg−1) 

Rango 
(µg kg−1) r2 LOD 

(µg kg−1) 
LOQ 

(µg kg−1) 
CCα  

(α = 0.05) 
(µg kg−1) 

CCβ  
(β = 0.05) 
(µg kg−1) 

AOH ------ 50 – 300 0.991 2 7 16 35 

ZON 400 100 – 500 0.990 5 16 427 457 

El método optimizado para analizar muestras de aceite de maíz se validó en términos 
de especificidad, linealidad y precisión (repetibilidad, RSDr, y reproducibilidad dentro 
del laboratorio, RSDR) y los resultados se recogen en las Tablas 12 y 13. Para este 
fin, se fortificó aceite de maíz con cada micotoxina en tres niveles de concentración 
(n = 3). Los valores de RSDr se calcularon a partir de 3 medidas realizadas el mismo 
día, mientras que los valores de RSDR se obtuvieron a partir de 15 medidas realizadas 
en tres días diferentes. Según la Decisión de la Comisión 2002/657/CE y siguiendo la 
ecuación de Horwitz-Thompson, los coeficientes de variación de los análisis repetidos 
de las muestras fortificadas no deben exceder el intervalo del 18 – 22% en el rango de 
concentración investigado.126,133 Los valores experimentales de RSDr y RSDR se 
encuentran comprendidos entre el 1 y el 5% para AOH y entre el 1 y el 6% para ZON 
(Tabla 13). Por lo tanto, el método propuesto es lo suficientemente preciso para la 
aplicación prevista. 
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Tabla 13. Valores de repetibilidad (RSDr), precisión intermedia (RSDR) y relación del valor de cantidad 
recuperada (RA) para AOH y ZON en aceite de maíz refinado. 

Micotoxina 
Conc. 

añadida  
(µg kg−1) 

Conc. 
encontrada  

(µg kg−1) 
RSDr (%) 

(n = 3) 
RSDR (%) 

(n = 3) RA (%) 

AOH 

50  46 2 2 92 
100 103 4 2 103 
150 170 3 3 113 
200 193 5 5 97 
250 254 3 1 102 
300 289 4 1 96 

ZON 

100 94 2 4 94 
200 188 4 6 94 
300 319 3 1 106 
400 398 4 1 100 
500 497 1 3 99 

 

2.4.4. Análisis de muestras 

El método optimizado se aplicó para analizar muestras de aceite de maíz orgánico, 
aceite de oliva virgen y aceite de girasol. De acuerdo con la legislación de la UE, la 
cantidad máxima permitida de ZON en aceite de maíz refinado es de 400 μg kg⁻1. Se 
detectó la presencia de ZON en el aceite de maíz orgánico (45 ± 3 μg kg⁻1), y el 
resultado fue validado por HPLC-MS/MS (Tabla 14, Figura 30). Por otra parte, no 
se detectó la presencia de AOH en estas muestras. 

Tabla 14. Análisis de micotoxinas en una muestra de aceite de maíz orgánico comercial (n = 3; α = 0.05). 

 MISPE-HPLC-FLD HPLC-MS/MS 

Micotoxina 
Conc. 

añadida 
(µg kg−1) 

Conc. 
encontrada 

(µg kg−1) 
RSD 
(%) 

Conc. 
encontrada 

(µg kg−1) 
RSD 
(%) 

AOH 
0 0 − 0 − 

100 105 ± 10 5 115 ± 37 13 

ZON 
0 45 ± 3 3 46 ± 12 10 

100 136 ± 10 3 150 ± 46 12 
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Figura 30. Cromatograma HPLC-FLD del extracto MISPE de una muestra de aceite de maíz infectada 
naturalmente por Fusarium (línea roja) y fortificada con AOH y ZON a una concentración de 100 μg kg⁻1 
(línea azul). 
 
Se analizaron ocho tipos diferentes de aceites vegetales mediante HPLC-FLD. Los 
aceites que dieron positivo para micotoxinas fueron confirmados por HPLC-MS/MS, 
aunque no fue posible cuantificar la concentración de las micotoxinas debido a efectos 
de supresión. Según el documento SANTE/12089/2016, para confirmar la presencia 
de un analito utilizando HPLC-MS/MS, es necesario identificar al menos dos 
productos iónicos, y su relación en la disolución estándar debe concordar con la de las 
muestras con una variación de ± 30%.134 Las concentraciones de AOH en las muestras 
se evaluaron utilizando el método optimizado (Tabla 15), y la presencia de la toxina 
fue confirmada por HPLC-MS/MS siguiendo la normativa mencionada. 

Tabla 15. Análisis de micotoxinas en aceites de girasol y oliva (n = 3; α = 0.05). 

 HPLC-MS/MS MISPE-HPLC-FLD 
Tipo de 
aceite 

Micotoxina 
detectada 

Desviación de la 
relación iónica (%) 

Conc. encontrada 
(µg kg−1) 

RSD 
(%) 

Girasol AOH − 20 21 ± 2 6 
Oliva 

(orgánico) AOH − 12 28 ± 2 3 

Oliva 
(virgen) AOH 1 24 ± 1 2 

  

Time (min)

4 6 8 10 12 14

100 μg/kg
0 μg/kg

Tiempo / min

100 μg kg−1

0 μg kg−1
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2.5. Conclusiones 

El uso de cartuchos empaquetados con micropartículas porosas con impronta 
molecular, selectivas para AOH y ZON, ha posibilitado la extracción simultánea de 
ambas micotoxinas en muestras de aceite. Los polímeros se sintetizaron utilizando 
sucedáneos con estructura molecular semejante, diseñados para evitar falsos positivos 
causados por la extracción del analito durante el proceso MISPE, minimizar el manejo 
de las micotoxinas durante la preparación del polímero y reducir significativamente 
el coste de los MIPs. La aplicación de un diseño compuesto central ha permitido 
optimizar las etapas de MISPE para lograr una retención selectiva máxima de ambas 
micotoxinas en el MIP, mientras se reduce la unión no específica en el NIP. 

Este enfoque ha hecho posible la extracción simultánea de ambas micotoxinas con 
excelentes recuperaciones y selectividad. Además, los MIPs mixtos ofrecen una alta 
capacidad de unión en muestras reales en comparación con el uso de MIPs preparados 
con varias moléculas plantilla. El método se ha validado de acuerdo con los criterios 
establecidos en la Decisión de la Comisión Europea 2002/657/CE 126 y se ha aplicado 
al análisis de aceites de maíz, oliva y girasol. Los resultados se compararon 
favorablemente con los obtenidos mediante un método basado en HPLC-MS/MS. 
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• Determinación de ácido micofenólico mediante MIPs en formato nanogel 

2.6. Introducción 

El ácido micofenólico (MPA) es una micotoxina que posee además carácter 
inmunosupresor y se utiliza habitualmente como fármaco para evitar el rechazo de 
órganos trasplantados en combinación con otros principios activos para el mismo fin. 
Los niveles más elevados de esta micotoxina tienen lugar en uvas,49 pero hasta la fecha 
no se han publicado LMRs en ningún alimento. Como se indicó en el capítulo 1, el 
atractivo de su determinación con MIPs en formato nanogel reside, 
fundamentalmente, en la rapidez del reconocimiento. 

Dado que la síntesis de MIPs en formato nanogel es una técnica compleja que requiere 
un conocimiento especializado, a principios de mi segundo año de tesis realicé una 
estancia de investigación en el grupo Génie Enzymatique et Cellulaire (GEC), 
liderado por el Prof. Karsten Haupt en la Universidad Tecnológica de Compiègne 
(UTC), uno de los grupos más reconocidos a nivel mundial en el ámbito de los MIPs 
y en particular, en su síntesis en formato nanogel. 
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2.7. Objetivos 

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un MIP en formato nanogel 
(MIP-NGs), sintetizado mediante técnicas de polimerización en fase sólida o por 
precipitación, que permita la detección y cuantificación rápida y selectiva de MPA, 
con la finalidad de aplicarlo en el análisis de muestras reales.  

Los objetivos específicos incluyen: 

- Evaluar la síntesis de MIPs en formato de nanogel mediante polimerización en fase 
sólida y por precipitación. Se busca optimizar ambas metodologías para lograr una 
estructura de MIP adecuada para la cuantificación precisa de MPA. 

- Caracterizar las propiedades de los MIPs en formato de nanogel. Determinar las 
propiedades fisicoquímicas, tales como tamaño, estabilidad y capacidad de 
reconocimiento, mediante técnicas avanzadas de caracterización, para asegurar la 
eficacia y selectividad en la detección de MPA. 

- Optimizar estrategias de cuantificación basadas en MIPs en formato nanogel.  

- Desarrollar y mejorar métodos de cuantificación específicos para MPA, evaluando 
distintos enfoques de detección y estableciendo la mejor metodología para el uso de 
estos MIPs en muestras reales. 
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2.8. Parte experimental 

2.8.1. Reactivos y materiales 

Los disolventes acetona, DMF, EtOH, MeOH, ACN y DMSO utilizados fueron de 
grado HPLC, todos adquiridos a Fisher Scientific (Waltham, MA, EE.UU.), y el agua 
ultrapura (tipo I) se obtuvo de un sistema Direct Q-3UV de Merck-Millipore (Bedford, 
MA, EE.UU.). 

Entre los agentes de acoplamiento y activadores, se emplearon 
N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) al 99% de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
EE.UU.), el clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropilo)-N’-etilcarbodiimida (EDC) al 
98% de Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EE. UU.), 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES, 
98%) de Alfa Aesar y N-hidroxisulfosuccinimida sódica (Sulfo-NHS) de Thermo 
Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). 

En cuanto a los tampones, surfactantes y disoluciones de bloqueo, se emplearon una 
disolución salina de fosfato (PBS) y Tween-20 de Sigma-Aldrich; ácido 
4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-sulfónico (HEPES) y ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico 
(MES), ambos también de Sigma-Aldrich; fosfato disódico dihidratado de Fluka 
(Buchs, Suiza), fosfato monosódico monohidratado con pureza del 98% de Sigma-
Aldrich y el tampón de bloqueo de caseína en PBS de Thermo Fisher Scientific. 

Para la síntesis de los polímeros, se utilizaron diversos monómeros como la 
N-fenilacrilamida (PAA, 99%, Sigma-Aldrich), N-isopropilacrilamida (NIPAM, 
97%, Sigma-Aldrich), N-terc-butilacrilamida (TBAM, 97%, Acros Organics), 
N,N’-etilenbis(acrilamida) (EbAm, 99%, Alfa Aesar), y N-alil-4-(4’-metil-
piperazinil)-1,8-naftalimida (AMPN) de síntesis propia. Además, se emplearon el 
entrecruzante dimetacrilato de etilenglicol (EDMA, 98%) de Merck (Darmstadt, 
Alemania), la tetrametiletilendiamina (TEMED) al 99% de Alfa Aesar, y el iniciador 
de polimerización persulfato de potasio (KPS) de Acros. Como soporte sólido en la 
síntesis se utilizaron bolas de vidrio (glass beads, GBs) de 0.1 mm de diámetro de 
BioSpec. También se empleó cloruro de metacriloxietil tiocarbamoil rodamina B 
(RhB), de Polysciences. Finalmente, el analito objetivo, el ácido micofenólico (MPA, 
98%), se adquirió de Thermo Fisher Scientific. 

2.8.2. Equipos 

Se empleó una bomba peristáltica Minipuls 3 (Gilson), junto con una columna de 
vidrio con camisa termostatizable modelo XK26/40 (26 mm × 400 mm) y adaptadores 
XK26, ambos de Cytiva. El circulador termostático utilizado fue un Polystat 5 de 
Bioblock Scientific. Además, se usó un incubador con agitación modelo KS 4000 i 
control de IKA. Para medir la absorción UV-vis se empleó un espectrofotómetro 
Varian Cary 3-Bio, mientras que el sistema de cromatografía HPLC-UV fue un 
cromatógrafo de alto rendimiento modelo HP-1100 de Agilent Technologies. 
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2.8.3. Síntesis de MIPs-NGs 

Síntesis en fase sólida 

La síntesis de nanogeles en fase sólida consiste en la inmovilización de la molécula 
plantilla sobre un soporte de vidrio de tamaño de poro controlado (GB), la reacción 
de polimerización radicálica se controla mediante la duración de la exposición a la luz 
UV o la temperatura aplicada. Típicamente los nanogeles contienen 1-2 sitios de unión 
por partícula (90-100 kDa) y presentan buenas afinidades por el analito. El proceso de 
síntesis puede automatizarse lo que facilita la producción a gran escala. 

MIP no fluorescente 
La síntesis de MIPs en fase sólida se realizó en siete pasos principales: 

• Paso 1. Activación de las GBs 

Se pesaron 100 g de GBs en un matraz de fondo redondo, y se añadieron 
cuidadosamente 100 mL de una disolución acuosa 4 mol L⁻1 de NaOH. La mezcla se 
calentó a 138 °C durante 10 min en un baño de silicona. Después, las GBs se filtraron 
en Büchner y se lavaron con abundante agua pura hasta pH neutro, verificado con 
papel indicador, y se lavaron finalmente dos veces con acetona. El papel de filtro con 
las GBs-OH resultantes se colocó en una placa Petri y se introdujo en una estufa a 
50 °C durante toda la noche. 

• Paso 2. Silanización de las GBs-OH 

Se pesaron 50 g de GBs-OH en una placa Petri de vidrio (almacenando el resto en 
refrigeración) y se suspendieron en 50 mL de tolueno anhidro. A continuación, se 
añadió 1 mL de APTES y se dejó reaccionar la mezcla durante toda la noche, cubierta 
con papel de aluminio. Al día siguiente, las GBs aminadas se filtraron, se lavaron tres 
veces con acetona y se secaron nuevamente a 50 °C durante la noche. 

• Paso 3. Inmovilización del analito sobre las GBs aminadas 

En un vial de 24 mL se disolvieron 12 mg de MPA en 12 mL de DMF y se añadieron 
63.8 mg de DCC para activar el grupo carboxilo. Seguidamente, se incorporaron 20 g 
de GBs aminadas, y la mezcla se mantuvo en agitación orbital durante toda la noche. 
Tras esta etapa, las GBs-MPA se filtraron, se lavaron con agua pura y se empaquetaron 
directamente en la columna. 

• Paso 4. Montaje, empaquetamiento y acondicionamiento de la columna 

Antes del empaquetado, se verificó la conexión de los capilares, así como la ausencia 
de fugas y de aire dentro del sistema. Para comprobar la correcta conexión de los 
capilares y detectar posibles fugas, se hizo circular agua a través de cada capilar de 
manera independiente utilizando una bomba peristáltica. 
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Para garantizar la ausencia de aire en la columna (Figura 31), se sostuvo el pistón P1 
con una pinza metálica en posición vertical, mientras se hizo pasar agua a través del 
sistema. Durante esta circulación, se insertó primero el filtro de mayor tamaño de poro 
y, a continuación, el de menor tamaño de poro que suministra el fabricante de la 
columna. Una vez colocados los filtros, se enroscó firmemente la pieza C1 y se ajustó 
la pieza de sujeción negra. Para asegurar que no quedaron burbujas atrapadas en los 
filtros, se añadió agua por la parte superior de C1 y se vació utilizando el modo de 
flujo rápido de la bomba peristáltica. 

Completada esta verificación, se procedió al empaquetado de la columna, 
introduciendo las GBs-MPA y arrastrando cualquier residuo con agua pura. Se dejó 
aproximadamente una columna de agua de 2 cm por encima de las GBs-MPA para 
facilitar la colocación del pistón P2 sin generar burbujas de aire. La instalación de P2 
siguió el mismo procedimiento que P1, colocándolo de forma que quedara 
aproximadamente 1 cm por encima de las GBs-MPA. 

Finalmente, la columna montada y empaquetada se acondicionó utilizando 20 mL de 
la disolución tampón específica para la síntesis (en este caso, se empleó una disolución 
de fosfato de 25 mmol L⁻1 a pH 7). El flujo de la disolución a través de la columna se 
estableció de arriba hacia abajo, colocando el capilar de entrada en P2 y el de salida 
en P1. 

 
Figura 31. Esquema del proceso de funcionalización de las bolas de vidrio (GBs) con la molécula 
plantilla (GBs-MPA) y su posterior empaquetado en la columna de vidrio con camisa termostatizada 
(C1). Los pistones P1 y P2 ajustan el espacio en la columna, facilitando la formación del MIP en formato 
nanogel sobre las GBs-MPA mediante la técnica de polimerización en fase sólida. 
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• Paso 5. Polimerización 

En primer lugar, se preparó una disolución del monómero funcional principal en 
20 mL del tampón previamente indicado, dentro de un matraz Erlenmeyer. En este 
caso, se utilizaron 7.35 mg de PAA, diluidos previamente en 1 mL de EtOH, 
representando un 5% del total de monómeros. Antes de añadir el PAA, el capilar de 
entrada se purgó durante 3 s, invirtiendo la dirección del flujo. Este procedimiento de 
purga se repitió cada vez que se realizaba un cambio de disolución. 

Con el capilar de entrada sumergido en la disolución y el de salida colocado en el 
mismo Erlenmeyer (sin sumergirlo), el cuello del matraz se selló con Parafilm, 
activando el flujo con la disolución de PAA durante 1 h. Mientras tanto se diluyeron, 
según su solubilidad, los demás monómeros en tubos Eppendorf por separado: 
90.56 mg (0.81 mmol, 80% del total de monómeros en peso) de NIPAM en 1 mL de 
tampón, 6.34 mg (0.05 mmol, 5%) de TBAM en 1 mL de EtOH y 15.42 mg (0.1 mmol, 
10%) de EbAm en 1 mL de tampón. Por otra parte, se prepararon disoluciones del 
iniciador y del catalizador justo antes de su incorporación: 13 mg (0.05 mmol) de KPS 
en 0.5 mL de tampón y 70 μL (4.7 nmol) de una disolución de TEMED preparada con 
10.0 μL de esta amina en 1.0 mL de tampón. 

Una vez transcurrida el tiempo de recirculación con el monómero principal, la bomba 
se detuvo y se añadieron el resto de los monómeros en el mismo Erlenmeyer. Los 
capilares se mantuvieron sumergidos en la disolución para evitar la entrada de aire. 
Después, el matraz Erlenmeyer que contenía la mezcla de monómeros, sellado con 
Parafilm a modo de septum, se desgasificó durante 20 min mediante una corriente de 
N2 utilizando para ello una aguja hipodérmica sumergida en la disolución para 
introducir el gas y una punta de micropipeta perforando el Parafilm para permitir la 
salida de aire. 

Mientras se realizaba la desgasificación, se conectó el refrigerante de la columna al 
recirculador termostático. Una vez completada la desoxigenación, se incorporaron 
rápidamente el iniciador y el catalizador a la mezcla desgasificada. El capilar de salida 
se colocó en un recipiente de desechos, mientras que el capilar de entrada permaneció 
sumergido en la mezcla. Se purgó nuevamente el capilar de entrada durante 3 s y se 
introdujo casi toda la mezcla de monómeros, dejando una mínima cantidad para 
prevenir la entrada de aire en el sistema. 

Con la mezcla de monómeros en la columna, se retiraron los capilares de la bomba 
peristáltica y se bloquearon utilizando puntas de micropipeta reforzadas con Parafilm. 
Se ajustó el baño termostático a 38 ºC, protegiendo la columna con papel de aluminio, 
y la polimerización se llevó a cabo durante toda la noche. 
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• Paso 6. Lavado 

Para eliminar las interacciones no específicas de la columna y manteniendo la 
temperatura constante en el refrigerante, se calentaron en un baño termostático a 39 ºC 
aproximadamente 50 mL de la disolución tampón junto con 400 mL de agua pura. 
Estos volúmenes se pasaron a través de la columna en el orden indicado (i.e. primero 
el tampón y luego el agua pura). 

La disolución que procedía del capilar de salida se recogió en tubos cónicos de 
centrífuga de 50 mL. Aunque los volúmenes de lavado fueron previamente 
establecidos, se verificó la completa eliminación de los restos de polímero en las 
fracciones finales. Esta ausencia se confirmó agitando el tubo de centrifuga: la 
formación de burbujas indica la presencia de nanogeles, mientras que su ausencia 
confirma un lavado exitoso. 

• Paso 7. Elución 

Para comenzar la elución, se desconectó el refrigerante del baño termostático y se 
bloquearon los capilares de acuerdo con el procedimiento descrito más arriba. A 
continuación, la columna con el MIP se colocó en una habitación fría a 4 ºC durante 
1 h. Después de este tiempo, se realizó la elución del polímero utilizando agua pura, 
también enfriada previamente a 4 ºC. Las fracciones de la elución se recogieron en 
tubos de centrífuga de 12 mL, descartando las primeras 10 gotas ya que solo contenían 
agua residual del capilar. Seguidamente se recogieron dos tubos con 
aproximadamente 10 mL de eluyente cada uno: el primer tubo contenía el MIP de alta 
afinidad, mientras que el segundo incluía el MIP de baja afinidad. Además, se 
recogieron dos fracciones adicionales del mismo volumen para su caracterización 
posterior. El polímero sintetizado se almacenó a 4 ºC para evitar posibles agregados. 

Para calcular el rendimiento de la síntesis, se tomaron 2 mL de cada fracción y se 
liofilizaron en viales previamente pesados. Este polímero seco podría reconstituirse 
en agua siempre que sus características lo permitan; desgraciadamente, esto puede 
saberse a posteriori de manera experimental. 

En algunos casos, las columnas pueden reutilizarse con la misma composición de 
polímero. Para ello, se lavan con unos 600 mL de agua pura a temperatura ambiente, 
se acondicionan con el tampón específico y se repite el proceso de polimerización 
descrito más arriba. 

Finalmente, para asegurar la limpieza y el mantenimiento de la columna una vez 
finalizada la síntesis, cada una de las piezas de la columna se limpió cuidadosamente 
con un poco de etanol y abundante agua. Los capilares se conectaron a la bomba 
peristáltica para un lavado en dos etapas: primero se pasaron 150 mL de agua pura 
calentada a 50 ºC en un baño y, a continuación, 50 mL de agua pura a temperatura 
ambiente. 
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MIP fluorescente (con co-monómero fluorescente) 
El MIP fluorescente (MIP01) se sintetizó de manera análoga al procedimiento 
descrito más arriba, añadiendo 1.7 mg (2.6 µmol) de la RhB (ver sección 2.8.1) a la 
mezcla de prepolimerización. 

Síntesis por precipitación 

MIP fluorescente (con monómero fluorescente de reconocimiento) 
Para la síntesis del MIP por precipitación (MIP02) se disolvieron 0.05 mmol de MPA, 
0.05 mmol de AMPN, 0.1 mmol de PAA y 1 mmol de EDMA en 4 mL de DMSO en 
un vial de 7.5 mL. A continuación, se añadió 0.02 mmol de 2,2’-azobis-(2,4-
dimetilvaleronitrilo) (ABDV) como iniciador, lo que equivale al 1% de la cantidad de 
dobles enlaces de los monómeros (calculado multiplicando los mmol de cada 
monómero por el número de dobles enlaces que contienen). La mezcla resultante se 
purgó con N2 durante 10 min antes de iniciar la polimerización, que se llevó a cabo 
en un baño termostático a 45 ºC durante toda la noche. Simultáneamente, se sintetizó 
un polímero sin impronta molecular (NIP). 

Una vez completada la polimerización, se retiró el sobrenadante y el polímero se lavó 
sucesivamente según el siguiente protocolo: dos lavados con 20 mL de una disolución 
de amoniaco a 100 mmol L⁻1 en una mezcla MeOH−agua (1:1 v/v), dos lavados con 
agua pura y, finalmente, tres lavados con 20 mL de MeOH cada uno. En cada lavado, 
el polímero se incubó con el disolvente a 60 ºC durante 10 min y luego se centrifugó 
a 40000 g durante 30 min. Finalmente, el polímero lavado se secó a vacío durante toda 
la noche para su conservación y análisis posterior. 

A modo de resumen, la Tabla 16 muestra la composición de los MIPs utilizados para 
el análisis de MPA. 

Tabla 16. Tabla comparativa de los polímeros sintetizados para la detección de MPA. 

 Tipo de 
polimerización 

Monómeros 
principales 

Monómero 
entrecruzante Iniciador Disolvente 

MIP01 En fase sólida 

PAA (0.05 mmol), 
NIPAM (0.81 
mmol), TBAM 
(0.05 mmol) y RhB 

EbAm  
(0.1 mmol) 

KPS (0.05 
mmol) y 
TEMED 
(4.7 nmol) 

PB (25 mmol 
L⁻1 a pH 7) 

MIP02 Por precipitación 
PAA (0.1 mmol) y 
AMPN (0.05 
mmol) 

EDMA  
(1 mmol) 

ABDV 
(0.02 
mmol) 

DMSO 

PAA: N-fenilacrilamida, NIPAM: N-isopropilacrilamida, TBAM: N-terc-butilacrilamida, RhB: cloruro de 
metacriloxietil tiocarbamoil rodamina B, EbAm: N,N’-etilenbis(acrilamida), KPS: persulfato de potasio, 
TEMED: tetrametiletilendiamina, PB: disolución de tampón fosfato, AMPN: N-alil-4-(4’-metil-piperazinil)-
1,8-naftalimida, EDMA: dimetacrilato de etilenglicol, ABDV: 2,2’-azobis-(2,4-dimetilvaleronitrilo), DMSO: 
dimetilsulfóxido.  
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2.8.4. Caracterización y funcionalización de materiales 

DLS de los MIP-NGs sintetizados en fase sólida 

Los MIPs sintetizados en fase sólida se caracterizaron mediante dispersión dinámica 
de luz (DLS). Para determinar el tamaño hidrodinámico y el índice de polidispersidad 
(PDI) de los MIP-NGs, se utilizó una cubeta desechable de poliestireno de cuatro caras 
transparentes con capacidad de 2.5 mL, la cual se llenó con 1 mL de muestra. Cada 
medida se repitió al menos 5 veces para asegurar la suficiente precisión de los 
resultados. 

Por otro lado, el potencial zeta se midió utilizando una celda de dispersión 
electroforética desechable, con una capacidad total de 1 mL. En este caso, se 
introdujeron 0.75 mL de la suspensión coloidal en la celda, agregándola lentamente a 
través de uno de los canales con una jeringa, con el fin de evitar la entrada de aire. 
Esta medida se repitió 10 veces para garantizar la fiabilidad de los datos obtenidos. 

Ambas medidas se realizaron a 38.0 ºC utilizando el equipo Zeta-sizer NanoZS de 
Malvern Instruments. Los datos se analizaron con el paquete de software ZS Xplorer. 

Cuantificación indirecta de las moléculas de MPA unidas a las GBs 

Para la cuantificación indirecta de las moléculas de MPA unidas a las GBs, se empleó 
un método colorimétrico basado en la cuantificación de los grupos amino antes y 
después de la inmovilización del MPA. El colorante utilizado fue el Orange II. El 
procedimiento descrito a continuación se aplicó a las GBs-OH, GBs aminadas y 
GBs-MPA. 

En primer lugar, se prepararon las disoluciones necesarias para el experimento. Estas 
incluyeron 1 L de agua a pH 3, ajustada con 1.0 mol L⁻1 de HCl, 1 L de agua a pH 12, 
ajustada con 1.0 mol L⁻1 de NaOH y una disolución madre de Orange II a 10 mmol L⁻1 
en agua a pH 12. 

A continuación, se pesaron 250 mg de cada muestra de GBs por triplicado en viales 
de vidrio de 5 mL. Se añadió 1 mL de la disolución madre de Orange II a cada réplica 
y se incubaron las partículas a 40 ºC durante 40 min bajo agitación magnética. Tras la 
incubación, las muestras se lavaron cinco veces (hasta que no se observó color naranja 
en el sobrenadante) con 3 mL de agua a pH 3. Seguidamente, las muestras se secaron 
en una estufa a 60 ºC durante 2 h. 

Posteriormente, se añadieron 2 mL de agua a pH 12 a cada muestra. Un volumen igual 
de cada disolución se transfirió a viales nuevos, a los cuales se incorporaron 60 µL de 
HCl 1.0 mol L⁻1 para ajustar el pH de la disolución a 3.0 (verificado con papel 
indicador de pH). Finalmente, se midió la absorbancia de cada muestra a 485 nm. Para 
la cuantificación, se elaboró una curva de calibrado utilizando la disolución madre de 
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Orange II con concentraciones que variaron entre 0.5 y 100 µmol L⁻1 en agua a pH 
3.0. 

Basándose en la diferente absorción de las muestras (proporcional a la cantidad de 
grupos amino libres), se calculó indirectamente la cantidad de MPA en µmol por cada 
20 g de GBs, que corresponde a la cantidad utilizada en cada columna de síntesis en 
fase sólida. 

Conjugación de mBs aminadas al MPA 

Las mBs aminadas (Dynabeads® M-270 de Invitrogen) se suspendieron mediante 
agitación en vórtex durante al menos 30 min. Se tomó una alícuota de 66.7 µL 
(equivalente a 2 mg de partículas) y se transfirió a un tubo Eppendorf. Con la ayuda 
de un imán de alto campo, las partículas se adhirieron completamente a la pared 
imantada tras 3 min de espera y se eliminó el buffer de almacenamiento. A 
continuación, se lavaron tres veces con 500 µL de tampón MES (100 mmol L⁻1). Las 
mBs aminadas se resuspendieron en 500 µL de tampón MES y se añadieron 0.8 µmol 
de MPA, 16.8 µmol de EDC y 35 µmol de sulfo-NHS, alcanzando un volumen final 
de 1 mL de tampón MES. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 18 h 
a 1000 rpm en un agitador orbital. 

Transcurrido este periodo de incubación, las partículas se lavaron tres veces con 
500 µL de MES (100 mmol L⁻1) y, a continuación, se dividió el contenido del tubo 
Eppendorf en dos partes iguales (250 µL por tubo Eppendorf, equivalente a 1 mg de 
mBs) para evaluar el efecto del bloqueo en uno de los lotes y determinar si mejoraba 
el rendimiento del ensayo. 

Para obtener las mBs-MPA bloqueadas, se tomó uno de los tubos Eppendorf y se lavó 
dos veces con 500 µL de tampón de caseína en PBS. A continuación, se realizó el 
bloqueo con 500 µL de tampón de caseína a temperatura ambiente durante 1 h, con 
agitación a 1000 rpm. Posteriormente, las partículas se lavaron tres veces con 500 µL 
de dicho tampón y se resuspendieron en 200 µL del mismo, alcanzando una 
concentración final de 5 mg mL⁻1. El otro lote de mBs-MPA se lavó dos veces con 
500 µL de PBST (1 mol L⁻1 con 0.05% de Tween-20) y las partículas se suspendieron 
en 200 µL de PBST, obteniendo igualmente una concentración final de 5 mg mL⁻1. 
Las dos suspensiones se almacenaron a 4 ºC.  

2.8.5. Ensayos de reconocimiento de MPA por los MIPs 

Ensayos de fluorescencia con el MIP01 

Inicialmente se elaboró una curva de calibrado del MIP fluorescente en el rango de 
0 – 300 µg mL⁻1. Las medidas de fluorescencia se realizaron en un lector de placas 
BMG LABTECH CLARIOstar donde se fijó una λexc de 540 nm y una λem de 577 nm. 
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Para evaluar la capacidad de unión del MIP al analito, los ensayos se llevaron a cabo 
con GBs-MPA o mBs-MPA en 1 mL de la disolución indicada en cada caso. 

• Ensayos con GBs-MPA 
Todas las incubaciones se realizaron en PB (25 mmol L⁻1, pH 7) a 38 ºC durante 1 h. 
Tras cada incubación, se midió la fluorescencia del sobrenadante para cuantificar la 
cantidad de MIP no unido. 

En el primer ensayo, se incubaron 25 mg de GBs-MPA (equivalentes a 16 nmol de 
MPA inmovilizado) con diferentes concentraciones de MIP, en el rango de 
50 – 300 µg mL–1. 

En el segundo experimento, se estableció la concentración de MIP en 200 µg mL⁻1 y 
se varió la cantidad de GBs-MPA entre 5 y 100 mg. Se incluyeron 25 mg de GBs 
aminadas como control. 

En un tercer ensayo, se incubaron 200 µg mL⁻1 de MIP con 25 mg de GBs-MPA. Tras 
la primera incubación, se retiró el sobrenadante y se analizó su fluorescencia. A 
continuación, las GBs-MPA con MIP adherido se lavaron con dicho disolvente a 
38 ºC. Finalmente, se añadieron concentraciones de MPA libre en el rango de 0 a 
1000 nmol L–1 y se incubaron nuevamente a 38 ºC durante 1 h. 

El cuarto ensayo fue de tipo competitivo. Se colocaron 25 mg de GBs-MPA 
(equivalentes a 16000 nmol L⁻1) en un vial junto con distintas concentraciones de 
MPA libre (0.01, 1, 10, 100 y 1000 nmol L⁻1) y, posteriormente, se añadieron diversas 
concentraciones de MIP (20, 100 y 200 µg mL⁻1). A diferencia de los ensayos previos, 
en este caso se midió la fluorescencia del sólido, es decir, del MIP unido a las 
GBs-MPA. 

• Ensayos con mBs–MPA 
En primer lugar, se optimizó la cantidad de mBs-MPA sin bloquear y la concentración 
de MIP. Para ello, se utilizaron 6 y 13 µg de estas partículas y se evaluaron 
concentraciones de 2, 10, 20 y 50 µg mL⁻1 de MIP en PB (25 mmol L⁻1, pH 7). La 
concentración de analito libre para la competición fue de 2 µg mL⁻1. En este ensayo, 
se midió la fluorescencia del sólido. 

A continuación, se estudiaron 6 µg de mBs-MPA no bloqueadas y bloqueadas con 
caseína, usando 2 µg mL⁻1 de MPA libre y concentraciones de 2 y 10 µg mL⁻1 de MIP. 

En un tercer experimento, se evaluaron cuatro disoluciones tamponadas diferentes a 
una concentración de 25 mmol L⁻1 para incubaciones con 6 µg de mBs-MPA 
bloqueadas con la disolución de caseína. Para 10 µg mL⁻1 de MIP, se emplearon como 
medio de incubación disoluciones tampones de PB, PBST (con 0.05% de Tween-20), 
HEPES y MES, todos a una concentración de 25 mmol L–1 y pH 7. 
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Finalmente, se realizó un ensayo competitivo en las condiciones seleccionadas en los 
estudios anteriores, variando la concentración de MPA libre en 0, 0.2 y 2 µg mL⁻1. 

Ensayos de fluorescencia con el MIP02 

Antes del inicio de los ensayos, se obtuvo un espectro de excitación y emisión de una 
disolución de polímero de 50 µg mL⁻1 en DMSO, utilizando un espectrómetro Horiba 
Fluoromax-4TCSPC. El máximo de excitación se encontró en 390 nm y el de emisión 
en 505 nm. 

Para evaluar la interacción del MIP y NIP con MPA, ambos a una concentración de 
50 µg mL⁻1, se emplearon diversos disolventes, cubriendo un rango de concentración 
de MPA de 0 a 750 ng mL⁻1 y un tiempo de incubación de 1 h. Los disolventes 
evaluados incluyeron ACN y mezclas de ACN−agua (en proporciones de 90:10, 75:25 
y 95:5 v/v). 

Además, se investigaron tiempos de incubación de 0, 5, 15 y 60 min en ACN−agua 
(90:10 v/v) con MPA a 250 ng mL⁻1 y también se evaluaron concentraciones de 0 a 
750 ng mL⁻1 de interferentes como el glucurónido de ácido micofenólico (MPAG) y 
el glucurónido de ácido acil-micofenólico (acil-MPAG) en ACN−agua (95:5 v/v). 

 
2.9. Resultados y discusión 

2.9.1. Estrategias de síntesis y caracterización de los MIP-NGs 

Para llevar a cabo la polimerización en fase sólida, se comenzó optimizando la 
composición de la mezcla de prepolimerización mediante la evaluación de distintas 
concentraciones de monómeros e iniciadores. Finalmente, se seleccionó una 
composición específica para el MIP basada en las características de cada 
monómero: se eligió PAA para proporcionar interacciones π−π con el MPA, 
TBAM para interacciones hidrofóbicas, NIPAM para proporcionar un polímero de 
termorrespuesta que reconozca únicamente a 38 ºC (temperatura en la cual el 
nanogel adquiere la morfología adecuada para el reconocimiento del analito) y 
EbAm para alcanzar un bajo nivel de entrecruzamiento. 

En el caso del MIP01, se incorporó RhB, ya que cuenta con unas propiedades 
físicas y ópticas compatibles con el método de detección previsto. Este colorante 
es estable en las condiciones de medida, presenta una buena solubilidad y emite en 
la región verde del espectro visible, lo que facilita la detección. La proporción de 
monómeros utilizada se basó en la experiencia previa del grupo con composiciones 
similares.15 La inclusión de NIPAM como monómero de termorrespuesta 
proporciona una mayor homogeneidad al material final, ya que el control de 
temperatura permite realizar lavados y eluciones eficientes del polímero. El ciclo 
activo de 1 h en el paso 5 de la polimerización en fase sólida se lleva a cabo con 
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el monómero que se espera que ofrezca la interacción más fuerte o específica. En 
esta etapa, la interacción con el ácido no se considera, ya que el grupo carboxilo 
se utiliza para anclar la plantilla al soporte sólido. Aunque el uso de disolventes 
orgánicos podría mejorar la robustez de las interacciones, estos no son compatibles 
con el material de la columna, por lo que se trabaja siempre en medio acuoso. Cabe 
destacar que, en este proceso de polimerización, no es necesario un protocolo de 
extracción para la molécula plantilla, ya que esta permanece adherida a las GBs, 
orientando los sitios de reconocimiento y aumentando así la sensibilidad y tiempo 
de respuesta del polímero al analito. 

La Figura 31 muestra un esquema del proceso de síntesis para los MIPs de tipo 
nanogel obtenidos en fase sólida. Las dos primeras etapas de funcionalización 
fueron optimizadas previamente en el grupo del Prof. K. Haupt.15 La cuantificación 
indirecta del MPA inmovilizado sobre las GBs aminadas se realizó mediante un 
ensayo colorimétrico con Orange II, un colorante aniónico que, a pH 3, se une 
electrostáticamente a los grupos amino primarios disponibles en la superficie del 
soporte sólido tras una funcionalización.135 De esta forma, fue posible determinar 
la cantidad de MPA unido a las GBs tras la inmovilización. La Figura 32A ilustra 
visualmente la disponibilidad de grupos amino en cada muestra; una mayor 
concentración de grupos amino conduce a una coloración naranja más intensa tras 
la adsorción del Orange II. Cambiando el pH a 12, desaparece la interacción 
electrostática entre los grupos amino y el grupo sulfonato del Orange II, liberando 
el colorante a la disolución. La concentración de Orange II se calcula entonces, 
tras ajustar a 3 el pH de las disoluciones, midiendo la absorción de las disoluciones 
a 485 nm e interpolando los datos a la curva de calibrado obtenida que aparece en 
la Figura 32B (A = 0.018 × COrangeII + 0.019, r2 = 1.0). Para controlar las 
interacciones no específicas, se incluyó una muestra de GBs-OH. Como resultado, 
se determinó que había (13.2 ± 7%) µmol de grupos amino por cada 20 g de GBs. 
Al comparar este valor con el de las GBs-MPA, se concluyó que había 
(12.9 ± 5%) µmol de MPA inmovilizado por cada 20 g de GBs, equivalentes a 
0.2 mg de MPA por gramo de GBs. Estos resultados son consistentes con datos 
previos de nuestro grupo en cuanto a la cantidad de grupos amino obtenidos en 
GBs aminadas con APTES. 
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Figura 32. A) Imagen comparativa de las GBs-OH, GBs-NH2 y GBs-MPA tras la adsorción de 
Orange II. La intensidad del color naranja es proporcional a la cantidad de grupos amino libres 
superficiales presentes en cada muestra. B) Recta de calibrado (A = 0.018 × COrangeII + 0.019; r2 = 1.0) 
del colorante Orange II adsorbido electrostáticamente a pH 3 en partículas aminadas, obtenida por 
medida de la absorción de luz a 485 nm en agua a pH 3 tras desorción del indicador, utilizada para la 
cuantificación de los grupos amino en las GBs funcionalizadas. 
 
Una vez realizada la polimerización, se determinó el tamaño de los nanogeles 
obtenidos mediante la técnica DLS. La Figura 33A‒B muestran las distribuciones 
de tamaño de las primeras fracciones recolectadas (fracciones de alta afinidad) en 
cada síntesis. La línea continua de la Figura 33A corresponde al primer lote del 
MIP no fluorescente, mientras que la línea punteada representa un segundo lote del 
mismo MIP, reutilizando la columna ya empaquetada. En la Figura 33B se 
observa la curva de intensidad de luz dispersada por el MIP fluorescente 
sintetizado en el grupo del Prof. K. Haupt (línea continua) junto con la del mismo 
MIP sintetizado en la Universidad Complutense de Madrid (línea punteada), para 
evaluar la reproducibilidad entre lotes. En todos los casos se observó un bajo PDI, 
lo que indica una alta homogeneidad entre los MIPs sintetizados. Por otro lado, la 
Figura 33C detalla las características espectroscópicas del MIP fluorescente, con 
un máximo de absorción a 540 nm y de emisión a 577 nm.  

El rendimiento de la polimerización fue satisfactorio, obteniendo 1.83 mg mL⁻1 en 
el primer lote del MIP no fluorescente, 1.38 mg mL⁻1 en el primer lote del MIP 
fluorescente y 2.21 mg mL⁻1 en el segundo lote del MIP fluorescente (Figura 33D). 
Cabe destacar que el MIP incoloro y el segundo lote del mismo MIP preparado 
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utilizando la misma columna, mostraron diferencias significativas en tamaño. La 
primera fracción recolectada presentó un tamaño medio de 140 nm y la segunda 
de 100 nm, lo cual sugiere la necesidad de optimizar el proceso de limpieza para 
la reutilización de la columna. En cuanto a los lotes del MIP fluorescente, ambos 
presentaron tamaños similares (136 y 130 nm), confirmando la reproducibilidad 
de su síntesis.  

Finalmente, considerando el margen de error del potencial zeta (± 10 mV), todos 
los lotes mostraron un potencial zeta cercano a 0. Este valor sugiere una alta 
probabilidad de agregación a lo largo del tiempo, aunque la carga superficial neutra 
reduce las interacciones no específicas con componentes biológicos, lo que sería 
beneficioso en aplicaciones biomédicas. 

 
Figura 33. Caracterización mediante dispersión de luz (A, B) y espectroscopía UV-vis (C) de los MIPs 
obtenidos en formato nanogel: A) Primer lote de MIP no fluorescente (línea continua) y segundo lote 
preparado reutilizando el empaquetamiento de la columna con GBs-MPA (línea discontinua). B) MIP 
fluorescente (MIP01) sintetizado en el grupo del Prof. K. Haupt (línea continua) y el mismo MIP 
sintetizado en el grupo GSOLFA (línea punteada). Las imágenes en la esquina superior derecha de cada 
gráfico muestran el aspecto del MIP correspondiente en suspensión. C) Espectros de absorción y emisión 
del MIP fluorescente suspendido en agua. D) Imágenes de los MIPs tras liofilización utilizados para la 
cuantificación del rendimiento de polimerización: MIP no fluorescente (izquierda) y MIP fluorescente 
(derecha). 

Como alternativa a la síntesis en columna, se preparó un nanogel mediante 
polimerización por precipitación (MIP02). Para ello, se emplearon las 
proporciones de monómeros descritas en la metodología, basándonos en la 
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experiencia del grupo. Esta técnica ofrece ciertas ventajas, como la posibilidad de 
utilizar el grupo ácido carboxílico de la molécula plantilla como un punto adicional 
de interacción, el empleo de disolventes orgánicos en la polimerización y un 
proceso de síntesis más rápido (permitiendo sintetizar el MIP y el NIP de manera 
simultánea). Sin embargo, el proceso de lavado en esta técnica es más complejo y 
la homogeneidad del polímero se reduce notablemente. La Figura 34 muestra la 
composición del polímero sintetizado por precipitación para el reconocimiento de 
MPA y su interacción con los demás componentes. En este estudio, se empleó 
AMPN, un monómero funcional derivado de la naftalimida. Esta molécula actuaría 
como una base al extraer el protón del grupo ácido carboxílico del MPA, lo que 
reduciría la disponibilidad del nitrógeno para ceder electrones. Como 
consecuencia, se inhibiría la transferencia de electrones fotoinducida (PET), el 
mecanismo responsable de la desactivación de la fluorescencia.136 Además, se 
emplearon PAA para interacciones π−π y EDMA como agente entrecruzante. 

 
Figura 34. Esquema de las interacciones esperadas entre el MPA y el monómero AMPN durante la 
síntesis del polímero por precipitación (MIP02) en DMSO. En la esquina inferior izquierda se muestra 
una imagen del polímero sintetizado. 

 
2.9.2. Evaluación de la interacción analito-MIP y criterios de la 

preselección óptima 

Ensayos de fluorescencia con el MIP01 

• Ensayos con GBs-MPA 
Para evaluar la interacción del MIP01 con el analito, se utilizó una curva de 
calibrado del MIP (Figura 35).  
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Figura 35. Curva de calibrado del MIP01 (λexc = 540 nm) en PB (25 mmol L–1, pH 7) (I577 = 12000 × 
CMIP + 37000, r2 = 0.99). 
 
En uno de los ensayos, se varió la concentración de MIP manteniendo constante la 
cantidad de GBs-MPA, con una concentración de MPA calculada en 16 µmol L⁻1. 
Tras la incubación, se observó que al aumentar la concentración de MIP, también 
aumentaba su interacción con las GBs-MPA, alcanzando un punto de saturación 
en 200 µg mL⁻1 (Figura 36).  

 
Figura 36. A) Esquema del ensayo de unión del MIP fluorescente con una concentración constante de 
GBs-MPA en PB (25 mmol L⁻1, pH 7). El área recuadrada en negro corresponde a la medida directa del 
MIP no unido. B) Gráfico que representa el MIP unido a las GBs-MPA, obtenido tras la incubación de 
25 mg de GBs-MPA (= 16 µmol L⁻1 de MPA) con concentraciones de MIP entre 50 y 200 µg mL⁻1 
durante 1 h a 38 ºC. El MIP no unido se calcula extrapolando la luminiscencia (λexc = 540 nm, 
λem = 577 nm) medida en el sobrenadante a la curva de calibrado del MIP, y el MIP unido se determina 
por diferencia. La imagen insertada muestra los viales tras la incubación. 
 
En el siguiente ensayo, se fijó esta concentración de MIP y se varió la de 
GBs-MPA. En consecuencia, se observó que una mayor concentración de 
GBs-MPA se correlacionaba con un modesto aumento del MIP unido. Para 
confirmar la especificidad, se realizó un único control con 25 mg de GBs aminadas 
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(Figura 37), la cantidad encontrada de MIP unido a éstas, indicó la existencia de 
interacciones no específicas. 

 
Figura 37. Esquema del ensayo de unión de una concentración constante de MIP fluorescente 
(200 μg mL⁻1) con las GBs-MPA en PB (25 mmol L⁻1, pH 7). El área recuadrada en negro corresponde 
a la medida directa del MIP no unido. B) Gráfico que muestra el MIP no unido a las GBs-MPA, obtenido 
tras la incubación durante 1 h a 38 ºC de 15 a 100 mg de GBs-MPA (puntos), y de 25 mg de GBs-NH2 
(triángulo negro) como control, con una concentración de MIP de 200 µg mL⁻1. El MIP no unido se 
calcula extrapolando la luminiscencia (λexc = 540 nm, λem = 577 nm) medida en el sobrenadante a la curva 
de calibrado del MIP, y el MIP unido se determina por diferencia. 
 
A continuación, se llevó a cabo un ensayo por desplazamiento en el que, en primer 
lugar, el MIP se incubó inicialmente con las GBs-MPA, permitiendo su unión al 
analito inmovilizado. Tras la primera incubación, se eliminaron los restos de MIP 
no unidos mediante lavados. Posteriormente, las GBs-MPA con MIP adherido se 
incubaron a 38 ºC durante 1 h en presencia de MPA libre, favoreciendo la 
competencia por los sitios de reconocimiento del MIP y, por tanto, el 
desplazamiento de éste hacia el sobrenadante. 

La Figura 38 muestra que aproximadamente el 80% del MIP retenido en las 
GBs-MPA pasó al sobrenadante cuando se añadió MPA libre a 1 nmol L–1, sin 
observarse un aumento significativo en la liberación con concentraciones 
superiores. Adicionalmente, se evaluó la desorción inespecífica del MIP desde las 
GBs-MPA en ausencia de analito, incubando únicamente con disolvente. En este 
caso, aproximadamente el 30% del MIP se desplazó al sobrenadante, lo que indica 
que sigue habiendo interacciones no específicas, aunque el desplazamiento 
observado en presencia de MPA libre parece estar asociado principalmente a la 
competencia por el reconocimiento específico. 
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Figura 38. A) Esquema del ensayo de unión para una concentración constante de MIP fluorescente de 
200 μg mL⁻1 con 25 mg de GBs-MPA en PB (25 mmol L⁻1, pH 7), seguido de la eliminación del MIP no 
unido y la adición de MPA libre en el mismo disolvente inicial. B) Gráfico que muestra el porcentaje de 
MIP desprendido según la luminiscencia hallada en el sobrenadante (λexc = 540 nm, λem = 577 nm) tras 
la adición de distintas concentraciones de MPA (1, 10, 100 y 1000 nmol L⁻1) e incubación durante 1 h a 
38 ºC (último paso del ensayo descrito anteriormente).  
 
Como alternativa, se propuso un ensayo competitivo en el que se añadieron 
simultáneamente MPA libre y GBs-MPA y, posteriormente, distintas 
concentraciones de MIP para verificar si así mejoraba la especificidad. Los 
resultados de la Figura 39 sugieren cierta competición entre el MPA inmovilizado 
en las GBs y el MPA libre por los sitios de unión del MIP que se encuentra a una 
concentración de 20 µg mL⁻1. Finalmente, se optó por el uso de partículas 
magnéticas comerciales de menor tamaño (3 µm) con MPA anclado, con el 
propósito de optimizar la capacidad de detección, mejorar la eficiencia en los 
procesos de lavado del MIP no unido y asegurar una medida más reproducible de 
la fluorescencia del MIP adsorbido en la fase sólida, promoviendo así la detección 
específica sobre la inespecífica. 
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Figura 39. A) Esquema del ensayo competitivo de unión al MIP fluorescente en presencia de GBs-MPA 
y MPA libre en PB (25 mmol L⁻1, pH 7). B) Gráfico que muestra el porcentaje de MIP unido 
(λexc = 540 nm, λem = 577 nm), medido directamente sobre el sólido, tras la adición de 25 mg de 
GBs-MPA (equivalentes a 16 nmol L⁻1 de MPA) y diferentes concentraciones de MPA libre (0.01, 1, 10, 
100 y 1000 nmol L⁻1) y de MIP (20, 100 y 200 µg mL⁻1), después de 1 h de incubación a 38 ºC. 

 
• Ensayos con mBs–MPA 
Tras la inmovilización del MPA en las partículas magnéticas (mBs-MPA), se 
llevaron a cabo ensayos competitivos evaluando distintas concentraciones de MIP 
y mBs-MPA, siguiendo el procedimiento descrito en la sección 2.8.5. En estos 
ensayos, se esperaba que un aumento en la concentración de MPA libre en la 
muestra favoreciera su unión al MIP, reduciendo así la interacción de este con las 
mBs-MPA. Como consecuencia, se produciría una disminución en la señal de 
luminiscencia registrada sobre las partículas. 

A partir de los experimentos realizados, se determinaron como condiciones 
óptimas el uso de 6 µg de mBs-MPA y concentraciones de MIP de 2 y 10 µg mL⁻1, 
ya que estos valores generaron las menores desviaciones estándar, lo que refleja 
una mayor consistencia en las medidas (Figura 40). 

A continuación, se evaluó la influencia del bloqueo con caseína en comparación 
con partículas no bloqueadas, con el objetivo de minimizar las interacciones no 
específicas, utilizando para ello las dos concentraciones óptimas de MIP. Se 
seleccionó la caseína como agente bloqueante debido a su alta disponibilidad y 
bajo coste, lo que la convierte en la opción más empleada en este tipo de ensayos. 
La Figura 41 muestra que las mBs-MPA bloqueadas presentaron menores 
desviaciones estándar y una mayor diferencia de la luminiscencia en presencia y 
en ausencia de MPA libre. 
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Figura 40. (Izq.) Esquema del ensayo competitivo con partículas magnéticas (mBs) no bloqueadas en 
PB (25 mmol L⁻1, pH 7). (Dcha.) Gráficos que muestran la correlación entre la cantidad de mBs (6 y 
13 µg), la concentración de MIP (2, 10, 20 y 50 µg mL⁻1) y la intensidad de luminiscencia del MIP a 
577 nm (λexc = 540 nm) en las mBs (proporcional al MIP unido), en presencia de 2 µg mL⁻1 de MPA 
(barras rosas) y en su ausencia (barras granates) tras 1 h de incubación a 38 ºC (dcha.). 
 

 
Figura 41. Ensayo competitivo con 6 µg de partículas magnéticas (mBs) en PB (25 mmol L⁻1, pH 7). Se 
muestra la correlación entre la naturaleza de las mBs. A) No bloqueadas. B) Bloqueadas con una 
disolución de caseína en PBS. La concentración de MIP (2 y 10 µg mL⁻1) y la intensidad de fluorescencia 
del MIP a 577 nm (λexc = 540 nm) en las mBs, en presencia (barras rosas) y en ausencia (barras granates) 
de 2 µg mL⁻1 de MPA tras 1 h de incubación a 38 ºC. 
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Posteriormente se analizó el efecto del medio de incubación (Figura 42). Con 
mBs-MPA bloqueadas con caseína y empleando la concentración de MIP 
seleccionada previamente (10 µg mL⁻1), se observó que el PB proporcionó la 
mayor sensibilidad a la presencia del analito y el menor error experimental. 
Aunque todos los medios generaron respuestas comparables tanto en la presencia 
como en la ausencia de MPA libre, la disolución tamponada con MES mostró un 
comportamiento inverso, mostrando una mayor cantidad de MIP en las mBs-MPA 
cuando se encontraba MPA libre. Este fenómeno puede atribuirse a las 
características estructurales del MES, que, al poseer un grupo sulfonato y un anillo 
morfolino, favorece interacciones hidrofóbicas y de puentes de hidrógeno con el 
MPA libre, alterando el entorno del MIP y, en consecuencia, su respuesta 
luminiscente. 

 
Figura 42. Ensayo competitivo con 6 µg de partículas magnéticas (mBs) bloqueadas con una disolución 
de caseína en PBS. Se muestra la correlación entre la concentración de MIP (10 µg mL⁻1) y la intensidad 
de luminiscencia del MIP a 577 nm (λexc = 540 nm) en las mBs, en presencia (barras rosas) y ausencia 
(barras granates) de 2 µg mL⁻1 de MPA, tras 1 h de incubación a 38 ºC en diferentes disoluciones tampón 
a una concentración de 25 mmol L–1 y pH 7 (PB, PBST, HEPES y MES). 
 
Para evaluar la respuesta del sistema frente a diferentes concentraciones de MPA 
libre, se llevó a cabo un ensayo empleando los cuatro parámetros óptimos 
previamente establecidos: 6 µg de mBs bloqueadas, en una disolución de tampón 
fosfato (25 mmol L⁻1, pH 7) con 10 µg mL⁻1 de MIP. 

Los resultados obtenidos (Figura 43) mostraron diferencias significativas en la 
fluorescencia medida en el sólido para las concentraciones de MPA libre 
evaluadas. Finalmente, el MIP01 se descartó debido a su escasa sensibilidad. En 
su lugar, se optó por continuar con el MIP sintetizado por precipitación (MIP02), 
que presenta un grupo funcional adicional para favorecer la interacción, lo cual 
podría mejorar la especificidad del polímero. Además, este enfoque elimina la 
necesidad de un control estricto de temperatura durante las incubaciones, lo que 
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contribuye a minimizar posibles errores de manipulación y mejora la fiabilidad del 
proceso experimental. 

 
Figura 43. Ensayo competitivo bajo las condiciones seleccionadas previamente: 6 µg de mBs 
bloqueadas, en PB (25 mmol L–1, pH 7) con 10 µg mL–1 de MIP, incubado durante 1 h a 38 ºC. Se muestra 
la correlación entre la presencia de MPA (0.2 y 2 µg mL–1) y su ausencia, y la intensidad de luminiscencia 
del MIP a 577 nm (λexc = 540 nm) medida directamente sobre las mBs. 

 
Ensayos de fluorescencia y optimización de la unión del analito al MIP02 
En estos ensayos se evaluó inicialmente la respuesta del MIP02 a diferentes 
concentraciones de MPA. Cuando se observaba un cambio significativo en la 
luminiscencia de éste, se procedía a estudiar también el comportamiento del NIP bajo 
las mismas condiciones.  

Proporción de agua en el disolvente de unión y tiempos de incubación 

La señal de fluorescencia del MIP02 en ACN disminuyó proporcionalmente a la 
cantidad de MPA añadido, comportamiento que también mostró el NIP, como se 
observa en la Figura 44. Este fenómeno no coincidía con lo esperado: de acuerdo con 
lo descrito en literatura, debería observarse un aumento de la luminiscencia debido a 
la interacción del nitrógeno de la piperazina con el grupo ácido carboxílico del analito, 
formando un par iónico ácido-base que bloqueara la PET.  

Ante este resultado, se planteó que el monómero fluorescente podría encontrarse 
inicialmente protonado. Las pruebas posteriores se realizaron con el NIP para 
conservar la mayor cantidad posible de MIP. Por tanto, se añadió TBAOH al NIP, lo 
que redujo la intensidad de su fluorescencia, confirmando la suposición de que el 
monómero estaba, al menos parcialmente, protonado (Figura 45, barra verde). 
Finalmente, se añadió ácido benzoico, con un pKa similar al del MPA (4.2 vs. 5.6), y 
la intensidad de su fluorescencia disminuyó nuevamente (Figura 45, barra violeta). 
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Figura 44. Espectros de fluorescencia (λexc = 390 nm) de 50 µg mL–1 del MIP02 (izquierda) y del NIP 
(derecha) en ACN tras incubar con distintas concentraciones de MPA durante 1 h. 

 
Figura 45. Intensidad de fluorescencia a 505 nm (λexc = 390 nm) de 50 µg mL–1 del NIP en ACN (barra 
cárnea) en ausencia y presencia de 500 ng mL–1 de MPA (barra marrón), TBAOH (barra verde) y Ácido 
benzoico (BA, barra violeta). El NIP se incubó con el respectivo analito durante 1 h. 
 
A continuación, decidimos añadir un pequeño porcentaje de agua (10%) al disolvente 
para reducir las interacciones no específicas. Los espectros de fluorescencia obtenidos 
(Figura 46) mostraron una desactivación más pronunciada en el MIP que en el NIP, 
proporcional a la cantidad de MPA añadida. La mayor diferencia entre MIP y NIP se 
observó a una concentración de 500 ng mL–1 de MPA, con una diferencia de ca. 10%. 

 
Figura 46. Espectros de fluorescencia (λexc = 390 nm) del MIP y del NIP tras incubar con diferentes 
concentraciones de MPA en ACN con un 10% de agua durante 1 h. 
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Para incrementar la diferencia entre MIP y NIP a las distintas concentraciones de 
MPA añadidas se realizaron pruebas con distintos tiempos de incubación en ACN con 
un 10% de agua. La Figura 47 muestra que no hay diferencias significativas entre 
incubaciones de 250 ng mL⁻1 de MPA durante 15 y 60 min, por lo que se optó por 
continuar con un tiempo de incubación de 15 min en los siguientes ensayos. 

 
Figura 47. Espectros de fluorescencia (λexc = 390 nm) del MIP tras incubar con 250 ng mL⁻1 de MPA en 
ACN con un 10% de agua durante 0, 5, 15 y 60 min. 

 
A continuación, incrementamos el contenido de agua al 25% para evaluar si se lograba 
potenciar la diferencia entre las respuestas del MIP y del NIP; sin embargo, no se 
observaron diferencias significativas.  

Dado que el aumento del porcentaje de agua en el medio resultó ser desfavorable, 
decidimos reducir el porcentaje de agua al 5% (Figura 48). En este medio, los 
resultados obtenidos con diferentes concentraciones de MPA mostraron diferencias 
ligeramente significativas en la intensidad del MIP, mientras que en el NIP fueron 
despreciables. 

 
Figura 48. Espectros de fluorescencia (λexc = 390 nm) de MIP y NIP tras incubar durante 15 min con 
distintas concentraciones de MPA en ACN con un 5% de agua. 
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Finalmente, en la Figura 49 se representan los valores del máximo de fluorescencia 
de MIP y NIP a 505 nm (λexc = 390 nm), obtenidos en el ensayo de la Figura 48, en 
función de la concentración de MPA añadida, para mostrar mejor la diferencia entre 
ambos. Con una concentración de 750 ng mL⁻1 de MPA se observó una diferencia de 
ca. 12% entre las señales de fluorescencia del MIP y del NIP. Además, bajo estas 
condiciones, se alcanzó un factor de impronta (IF, del inglés imprinting factor) de 13, 
lo que indica una elevada selectividad del polímero con impronta hacia el MPA en 
comparación con el polímero sin impronta. 

 
Figura 49. Porcentaje de desactivación de la fluorescencia del NIP (círculos azules) y del MIP (círculos 
rojos) a 505 nm (λexc = 390 nm) en ACN con un 5% de agua, en presencia de MPA. Los factores de 
impronta (IFs) para cada concentración de MPA se representan con puntos negros. La estructura del 
MPA se muestra sobre la gráfica. La recta de ajuste para el MIP (línea discontinua roja) responde a la 
siguiente ecuación: I505 = ‒ 0.02 × CMPA + 99.5, r2 = 0.99.  

 
Estudio de potenciales interferentes 
Una vez confirmada la capacidad del MIP para discriminar frente al NIP a distintas 
concentraciones del analito objetivo, se evaluaron como potenciales interferentes el 
MPAG y el acil-MPAG (metabolitos del MPA comúnmente presentes en suero) 
utilizando un medio de incubación de ACN con un 5% de agua (Figura 50). En el 
caso del MPAG, se observó una mayor desactivación de la fluorescencia con el NIP 
que con el MIP, lo que indica una respuesta inespecífica atribuible a interacciones 
débiles no dirigidas. Por otra parte, el MIP mostró una respuesta más pronunciada 
frente al acil-MPAG (la mayor desactivación en su fluorescencia corresponde ca. 
27%) en comparación con el MPAG (ca. 11%).  
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Este comportamiento puede explicarse considerando tanto el impedimento estérico 
como las propiedades fisicoquímicas de los compuestos. La conjugación con ácido 
glucurónico en ambos metabolitos incrementa notablemente su polaridad y reduce su 
logP (1.58 para el acil-MPAG y 0.93 para el MPAG)a en comparación con el MPA 
(logP = 3.7),137 lo que implica una mayor hidrofilia y, en principio, una menor afinidad 
por el entorno de las cavidades del MIP. Además, el MPAG presenta un mayor 
impedimento estérico en la región fenólica, lo que dificultaría su inserción en las 
cavidades específicas del MIP. 

Sin embargo, el acil-MPAG, aunque también es más polar que el MPA, presenta una 
conformación más compatible con la cavidad de reconocimiento creada, ya que el 
grupo acilo enlazado al glucurónido puede imitar parcialmente la distribución 
electrónica y espacial del MPA, permitiéndole interactuar más eficazmente con estos 
sitios. Esto podría explicar la desactivación de la fluorescencia observada. En 
cualquier caso, el IF calculado para el acil-MPAG fue despreciable frente al obtenido 
para el MPA, lo que indica que esta interacción no es selectiva, y, por tanto, el MIP 
no reconoce específicamente al acil-MPAG, sino que su respuesta podría deberse a 
interacciones no específicas o a cierta complementariedad estructural. 

 
a Valores calculados con el programa Marvin Sketch v.15.1.12. 
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Figura 50. Porcentaje de desactivación de la fluorescencia del polímero a 505 nm (λexc = 390 nm) en 
ACN con un 5% de agua de: A) NIP (triángulos azules) y MIP (triángulos rojos) en presencia de 
acil-MPAG; y B) NIP (cuadrados azules) y MIP (cuadrados rojos) en presencia de MPAG. Los factores 
de impronta (IFs) para cada concentración de MPA se representan con puntos negros. Las estructuras de 
ambos interferentes se muestran sobre su gráfica.  

 



Determinación de MPA mediante MIPs en formato nanogel 

89 
 

2.10. Conclusiones 

Los resultados obtenidos en este estudio indican que, aunque se lograron sintetizar 
múltiples nanogeles con diferentes composiciones y caracterizarlos mediante 
dispersión de luz dinámica (DLS), la capacidad de los mismos para el reconocimiento 
selectivo de ácido micofenólico (MPA) no alcanzó la intensidad esperada. Este 
resultado subraya la necesidad de optimizar la composición del MIP, considerando la 
inclusión de monómeros más específicos para la molécula objetivo o el reemplazo del 
MPA por una molécula plantilla con un grupo ácido carboxílico disponible que 
permita establecer interacciones más robustas durante la síntesis en fase sólida. 

A pesar de las limitaciones encontradas, esta experiencia ha sido crucial para la 
adquisición de competencias avanzadas en la síntesis y optimización de MIPs en 
formato nanogel. En futuras investigaciones este conocimiento podrá aplicarse en el 
diseño de MIPs para el reconocimiento de micotoxinas que posean un mayor número 
de grupos funcionales para la interacción específica con los monómeros 
seleccionados. 
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Capítulo 3. Nuevas estrategias de polimerización y desarrollo 
de un sensor basado en electroquímica bipolar combinada con 
MIPs 

• Desarrollo de un sensor basado en electroquímica bipolar combinada 
con MIPs 

3.1. Introducción 

Fundamentos de la BE 

La electroquímica bipolar (BPE) es una técnica que se basa en la diferencia de 
polarización (ΔV) de un material conductor o semiconductor aislado, conocido como 
electrodo bipolar (BPE), bajo la influencia de un campo eléctrico externo (E).138–140 A 
diferencia de los métodos electroquímicos tradicionales, donde los electrodos están 
físicamente conectados a una fuente de alimentación, en la electroquímica bipolar esta 
conexión directa no es necesaria. El campo eléctrico genera un gradiente de potencial 
sobre el electrodo bipolar, permitiendo que ocurran reacciones de oxidación en un 
extremo y de reducción en el otro, de manera simultánea. 

La polarización del BPE genera dos polos electroquímicos, donde los procesos de 
oxidación y reducción están intrínsecamente acoplados. Los electrones generados en 
el extremo anódico son transportados a través del material conductor hacia el extremo 
catódico, donde participan en las reacciones de reducción.141 De este modo, la 
cantidad de electrones involucrados en ambos procesos es idéntica, garantizando un 
equilibrio electroquímico directo y eficiente entre las reacciones redox, lo que 
simplifica el diseño experimental y amplia las posibilidades de aplicación. Esta 
característica hace posible que un polo actúe como sensor, mientras que el otro se 
utiliza como reportero, diseñado para ofrecer una señal visible, como un cambio de 
color o emisión de luz. 

En la electroquímica bipolar, las sondas redox son esenciales para medir los 
potenciales electroquímicos en las distintas regiones del electrodo bipolar. Estas 
sondas, ubicadas estratégicamente en el BPE, permiten monitorizar la diferencia de 
potencial durante las reacciones de oxidación y reducción en los extremos del 
electrodo. Además, son cruciales para controlar las condiciones experimentales, como 
la intensidad del campo eléctrico y la polarización. El par redox ferro/ferricianuro 
(Fe2+/Fe3+) es el más utilizado por su estabilidad y rapidez en las reacciones redox, 
facilitando la observación precisa de las reacciones en ambos extremos del BPE. 

La BE también destaca por su versatilidad. Permite operar simultáneamente múltiples 
BPEs con un solo par de electrodos de alimentación,142 lo que simplifica la 
configuración del experimento y abre un abanico de aplicaciones en áreas como la 
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microfluídica, el diseño de sensores avanzados y la fabricación de materiales 
funcionales en micro y nanoescala. 

El concepto de electroquímica bipolar tiene sus orígenes en los años 60, cuando 
Fleischmann investigó partículas de cobre en sistemas fluidizados.143 Décadas 
después, Manz y su equipo combinaron este enfoque con electroquimioluminiscencia 
(ECL),144 mientras que Crooks y colaboradores ampliaron la comprensión teórica, 
analizando cómo afectan a las señales observadas factores tales como la longitud del 
electrodo bipolar y la distribución del potencial a lo largo del mismo.145,146 Estos 
avances han permitido aplicaciones innovadoras, desde el análisis químico 
multiplexado hasta el enriquecimiento iónico en sistemas miniaturizados, 
consolidando la BPE como una herramienta fundamental en áreas como la ciencia de 
materiales, el almacenamiento de energía y la detección química avanzada.147,148 

Configuración abierta en BE 

En la configuración abierta, el objeto conductor (BPE) se encuentra completamente 
sumergido en la disolución electrolítica entre los electrodos de alimentación (Figura 
51).149 El gradiente de potencial que se genera a lo largo del objeto depende tanto del 
campo eléctrico aplicado como de las dimensiones del propio objeto. Este gradiente 
debe ser lo suficientemente grande para permitir que ocurran reacciones redox en los 
extremos del BPE.  

 
Figura 51. Esquema de un sistema de BE en configuración abierta. Las flechas indican las reacciones 
redox inducidas en los polos catódico y anódico, respectivamente. 
 
La corriente fluye a través del objeto conductor y también a través del electrolito 
circundante, lo que da lugar a la formación de corrientes de desvío.150 Para mitigar 
este efecto, es esencial emplear disoluciones electrolíticas con alta resistencia en 
comparación con la resistencia del BPE, lo que se logra mediante una baja 
concentración iónica. Este enfoque no solo optimiza el flujo de corriente a través del 
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BPE, mejorando el control de las reacciones redox y la eficiencia del sistema, sino 
que también minimiza interferencias en aplicaciones sensibles como sensores 
electroquímicos. En estos casos, una baja concentración iónica reduce la competencia 
de los iones por los sitios de unión en materiales funcionalizados, como polímeros 
diseñados para reconocimiento molecular, mejorando la selectividad y sensibilidad 
del sistema.151  

Además, la configuración abierta destaca por su simplicidad y versatilidad. Su diseño 
sin barreras permite ajustar el gradiente de potencial mediante cambios en las 
dimensiones del BPE o en la intensidad del campo eléctrico aplicado, ofreciendo 
flexibilidad para adaptarse a diversas necesidades. Al no requerir compartimentos 
aislados, admite el uso de electrodos bipolares de diferentes materiales y geometrías. 
Estas características la hacen ideal para aplicaciones como síntesis de materiales, 
procesos catalíticos y sensores electroquímicos, donde su diseño simple y eficiente 
maximiza el desempeño del sistema. 

Configuración cerrada en BE 

En la configuración cerrada, el BPE actúa como un puente conductor entre dos 
compartimentos separados por una barrera, típicamente un material aislante eléctrico 
(Figura 52).149 Este diseño permite que cada extremo del BPE esté en contacto con 
disoluciones distintas, creando un sistema donde la corriente fluye exclusivamente a 
través del BPE, conectando ambos compartimentos. A diferencia de la configuración 
abierta, donde el gradiente de potencial se distribuye a lo largo del BPE, en la 
configuración cerrada la diferencia de potencial se concentra casi exclusivamente en 
los extremos inducidos del BPE. 

 
Figura 52. Esquema de un sistema de BE en configuración cerrada. Las flechas indican las reacciones 
redox inducidas en los polos catódico y anódico, respectivamente. 
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Este enfoque ofrece ventajas significativas. En primer lugar, permite trabajar con 
disoluciones de composiciones incompatibles, como aquellas con diferentes 
potenciales redox o niveles de pH, ya que están físicamente separadas. Además, al 
aislar las semirreacciones en compartimentos distintos, se facilita la separación de los 
productos de reacción y los reactivos iniciales, mejorando la eficiencia del proceso. 

Otra ventaja es que este diseño no depende de la longitud del BPE, ya que la fuerza 
motriz es la diferencia de potencial entre las disoluciones, no el gradiente de potencial 
a lo largo del electrodo. Esto permite aplicar potenciales externos más bajos y lograr 
un control más preciso de las reacciones redox, reduciendo la interferencia de 
corrientes de desviación. Estas características hacen que la configuración cerrada sea 
ideal para aplicaciones avanzadas, tales como sensores electroquímicos, 
micro/nanoelectrodos y la síntesis de partículas con propiedades asimétricas.152 

Diseño de celdas en BE 

Los experimentos de BE requieren un diseño de celda que varía según la aplicación 
deseada, desde configuraciones simples con dos electrodos en una disolución acuosa 
hasta diseños complejos con múltiples compartimentos y electrodos especializados. 
Los dos parámetros más importantes que determinan la capacidad de un objeto 
conductor para comportarse como un BPE son su tamaño o longitud y la intensidad 
del campo eléctrico aplicado. La ubicación del BPE dentro de la celda electroquímica 
no influye en la polarización interfacial, lo que permite que un solo par de electrodos 
de alimentación pueda dirigir múltiples BPEs simultáneamente.153 Esto facilita la 
gestión de matrices grandes de (micro)electrodos con patrones específicos, ya sean 
depositados o impresos en un soporte aislante. 

Históricamente, las celdas bipolares se han construido mediante el apilamiento de 
placas de BPEs entre electrodos alimentadores, que pueden ser planas, perforadas o 
incluso membranas porosas conductoras,154 generando configuraciones abiertas o 
cerradas. Para evitar reacciones no deseadas en los electrodos, tales como pérdidas de 
reactivos o la formación de burbujas, se pueden incorporar membranas que separan 
los electrodos alimentadores del compartimento donde se lleva a cabo el proceso 
bipolar. Este diseño también ayuda a reducir problemas como la evaporación del 
disolvente o la convección provocada por el calentamiento óhmico.149 

Cuando se requieren altos campos eléctricos, e.g. en la modificación de objetos a 
escala nanométrica, se puede emplear un sistema de electroforesis capilar como 
plataforma para llevar a cabo procesos de BE.155 Esta configuración permite aplicar 
grandes diferencias de potencial sin que las reacciones no deseadas en los electrodos 
interfieran con el proceso bipolar, lo que proporciona un control más preciso y 
eficiente. 
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Electroanálisis bipolar 

Principios de los sensores basados en BE 
La configuración experimental típica en BE consiste en disolver una especie química 
electroactiva en una disolución electrolítica y aplicar un campo eléctrico lo 
suficientemente intenso a través de ella. Este campo provoca la reducción 
electroquímica de la especie en el polo catódico del BPE, mientras que, de manera 
simultánea, ocurre una reacción de oxidación en el polo anódico. Ambas reacciones 
están intrínsecamente acopladas, ya que los electrones involucrados en un extremo 
del BPE deben equilibrarse con los procesos del otro extremo, generando una señal 
electroquímica correlacionada. 

Sin embargo, si el analito presente en la disolución no es electroactivo, las reacciones 
redox no pueden acoplarse, lo que impide la generación de una señal electroquímica. 
En este caso, es necesario introducir una sonda redox que actúe como intermediaria, 
permitiendo la generación de especies redox en ambos extremos del BPE. La corriente 
generada por las reacciones de esta sonda puede correlacionarse con el analito no 
electroactivo, proporcionando una medida indirecta de su concentración o actividad. 

Una de las características intrínsecas de los BPEs es su naturaleza inalámbrica, lo que 
significa que la información electroquímica, como la corriente faradaica o el 
potencial, no se pueden medir de manera tan directa como en la electroquímica 
clásica. Este aspecto no representa un problema significativo en áreas como la ciencia 
de materiales o la catálisis,156 donde se trabaja con reacciones que no requieren una 
cuantificación precisa. Sin embargo, en la química analítica, donde es fundamental 
obtener parámetros cuantitativos, esta característica limita su aplicación. Durante un 
tiempo, este obstáculo fue crucial, restringiendo el desarrollo de aplicaciones 
analíticas basadas en BE. 

Para superar esta limitación, es necesario acoplar al menos una de las reacciones redox 
que ocurren en los BPEs con técnicas adicionales que permitan traducir la respuesta 
electroquímica, por ejemplo, en una señal óptica. Esto consiste en convertir la 
corriente faradaica que fluye a través del BPE en una señal óptica proporcional y 
detectable. Entre los métodos de transducción más comunes se incluyen técnicas 
como colorimetría, fluorescencia, electrocromismo, emisión de luz mediante diodos 
emisores de luz (LEDs) y ECL.157–163 Estas técnicas generan señales ópticas 
observables que pueden correlacionarse directamente con la corriente faradaica y, por 
tanto, con la concentración del analito de interés. Esto ofrece ventajas significativas, 
como alta sensibilidad, amplio rango dinámico, tiempos de respuesta rápidos y bajo 
coste operativo, lo que las convierte en herramientas ideales para aplicaciones 
analíticas avanzadas.164–166 
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Transducción óptica 
El uso de dispositivos optoelectrónicos, en particular los LEDs, ha cobrado relevancia 
en aplicaciones electroanalíticas debido a sus numerosas ventajas. A diferencia de 
técnicas tradicionales de emisión de luz, como la fluorescencia o la ECL, los LEDs 
no requieren fuentes de luz externas ni productos químicos adicionales, lo que los 
convierte en alternativas más seguras, accesibles y sostenibles para el análisis 
químico.167–171  

En el contexto de la BE, la información química asociada a las reacciones redox se 
codifica en el flujo de electrones que viajan entre el ánodo y el cátodo del BPE. Los 
LEDs, como fuentes de luz estables y altamente controlables, tienen la capacidad de 
convertir esta información electroquímica en señales ópticas. Estas señales son 
especialmente útiles para detectar eventos de reconocimiento molecular, donde la 
respuesta lumínica de los LEDs está directamente relacionada con la actividad 
electroquímica subyacente. Además, a diferencia de las señales electroquímicas, la 
emisión de luz en los LEDs está relacionada con la movilidad de los portadores de 
carga (electrones y huecos), activada por un estímulo eléctrico externo; por lo tanto, 
pequeñas variaciones en la corriente generan grandes cambios en la intensidad 
luminosa. Asimismo, la transducción mediante LED podría utilizarse fácilmente 
como una alarma óptica para alertar, por ejemplo, cuando el nivel de micotoxinas en 
la muestra supera un umbral predefinido. Gracias a su capacidad para transformar 
datos electroquímicos en señales ópticas claras y observables, los LEDs se han 
integrado en una amplia variedad de plataformas sensoras.172 

Aplicaciones 
La BE ha demostrado ser una técnica versátil y eficaz para el electroanálisis de 
diversos analitos en múltiples campos.  

En el ámbito biomédico, la BE se ha empleado para la detección de glucosa utilizando 
sistemas enzimáticos y para el análisis de biomoléculas como ADN y proteínas, 
integrando reacciones redox con señales ópticas o eléctricas.166,173 

En el área ambiental, la BE ha sido útil para identificar y eliminar contaminantes como 
metales pesados (plomo, cadmio y mercurio) y compuestos orgánicos en agua.174,175 
Su capacidad para realizar análisis rápidos portátiles y sin necesidad de sistemas 
eléctricos complejos la posiciona como una herramienta idónea para el monitoreo 
ambiental en tiempo real. De igual forma, en el ámbito alimentario, la BE ha permitido 
la detección de aditivos y antioxidantes,176 mejorando el control de calidad y la 
seguridad alimentaria.  

Un avance significativo ha sido el trabajo de Zhao et al.,177 que constituye el único 
estudio conocido que combina BE con MIPs. En este estudio, se desarrolló un sensor 
de dopamina utilizando ácido 3-aminofenilbórico como monómero funcional y 
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dopamina como molécula plantilla. Este diseño, basado en una configuración cerrada 
de BE, emplea el MIP modificado como electrodo de detección, mientras que la 
reacción de ECL actúa como transductor de señal. Con un límite de detección de 
15 ng mL−1 y un amplio rango lineal, este sistema demuestra el potencial de integrar 
MIPs con BPE para la detección de moléculas específicas. 

Es particularmente notable que, hasta la fecha, la BE no ha sido explorada para el 
diseño de sensores destinados a la detección de micotoxinas, un campo crítico para la 
seguridad alimentaria. Dado que la técnica combina simplicidad y eficiencia, esta área 
representa una oportunidad de innovación significativa. La aplicación de BE en el 
análisis rápido y preciso de micotoxinas podría abrir nuevas perspectivas en la mejora 
del control de calidad en alimentos, ofreciendo disoluciones efectivas para un 
problema de impacto global. 

En este capítulo se presenta una estrategia innovadora que combina las capacidades 
de reconocimiento molecular de los MIPs con un sistema optoelectrónico inalámbrico 
basado en BE de configuración abierta para la cuantificación sensible de ZON. El MIP 
se ha sintetizado mediante polimerización térmica sobre un alambre de oro 
funcionalizado, utilizando N-(2-aminoetil)metacrilamida (EAMA) como monómero 
funcional y 2,4-dihidroxibenzoato de ciclododecilo (CDHB), un análogo de ZON, 
como molécula plantilla. El uso de un análogo en lugar del analito objetivo ha 
demostrado ser muy útil para el análisis de trazas, ya que cualquier liberación no 
específica por parte del MIP no afecta al límite inferior de detección. Además, el uso 
de una molécula plantilla resulta imprescindible en aquellos casos en los que el analito 
no puede utilizarse como plantilla debido a su toxicidad, alto coste y/o disponibilidad 
limitada, como ocurre con la ZON. Esta elección permitió la formación de cavidades 
específicas para el reconocimiento selectivo de ZON, mejorando la precisión del 
sensor. 

El sensor híbrido BPE combina tres componentes principales: un MIP para el 
reconocimiento químico selectivo, un micro-LED como transductor de señal 
lumínica, y alambres de oro conectados a los terminales del LED, donde ocurren las 
reacciones redox (Figura 53). Uno de los alambres se recubre de una fina capa de 
MIP selectivo a ZON. Cuando se aplica un campo eléctrico suficientemente alto en 
disolución, las especies [Fe(CN)6]3− y [Fe(CN)6]4− actúan como pares redox 
auxiliares, generando un flujo de electrones que alimenta la emisión del LED. La 
presencia de ZON unida al MIP facilita las reacciones de transferencia electrónica, 
actuando como un interruptor químico y modulando la emisión del LED. 
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Figura 53. Ilustración del sistema híbrido MIP−bipolar en ausencia (izquierda) y en presencia (derecha) 
de ZON, con una representación de las reacciones redox asociadas, los alambres de oro polarizados 
anódica y catódicamente (δ+ y δ⁻, respectivamente), y la emisión resultante del LED verde en presencia 
de la micotoxina cuando se aplica un campo eléctrico adecuado entre los electrodos de alimentación. 
Reproducido de la referencia [178] con permiso.  
 
La combinación de MIPs con LEDs en un sistema basado en BE representa un avance 
prometedor para desarrollar sensores altamente sensibles y específicos, con lecturas 
directas y sencillas. Este enfoque tiene el potencial de convertirse en una herramienta 
accesible para el análisis in situ de alimentos, gracias a la sinergia entre la selectividad 
de los MIPs y las ventajas analíticas de la BE. Con este estudio, se busca no solo 
avanzar en la detección de micotoxinas, sino también explorar nuevas posibilidades 
para el desarrollo de sensores versátiles y económicos aplicables en una variedad de 
contextos. 
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3.2. Objetivos 

El trabajo llevado a cabo persiguió desarrollar una estrategia innovadora para la 
cuantificación precisa y sensible de ZON, combinando la capacidad de 
reconocimiento molecular de los MIPs con un sistema de lectura optoelectrónica 
inalámbrica basado en electroquímica bipolar (BE). Esta aproximación busca avanzar 
en el campo de la detección de micotoxinas y explorar nuevas posibilidades para el 
diseño de sensores simplificados y versátiles, con aplicaciones en diversos contextos. 

Para lograrlo, se han definido objetivos específicos que abordan los aspectos 
esenciales del diseño y la implementación del sistema, asegurando su selectividad, 
precisión y eficacia, desde la síntesis del polímero hasta su aplicación como sensor 
analítico avanzado. A continuación, se presentan los objetivos específicos: 

- Sintetizar un MIP mediante polimerización térmica en la superficie de un alambre 
de oro funcionalizado, utilizando N-(2-aminoetil) metacrilamida (EAMA) como 
monómero funcional y 2,4-dihidroxibenzoato de ciclododecilo (CDHB) como 
molécula plantilla, para crear cavidades altamente específicas para el reconocimiento 
de ZON. 

- Diseñar y fabricar un electrodo bipolar híbrido (BPE) que integre un MIP selectivo 
para el reconocimiento del analito objetivo, un micro-LED como transductor de la 
señal electroquímica y alambres de oro conectados a los terminales del LED para las 
reacciones redox “testigo”, estableciendo un sistema de detección optoelectroquímica 
inalámbrica en el que las reacciones redox en la disolución impulsan la emisión de luz 
del LED, permitiendo la cuantificación de ZON. 

- Implementar dos sistemas de lectura optoelectrónica para la captura y análisis de la 
señal LED obtenida: uno utilizando una cámara fotográfica digital para registrar la 
emisión de luz y otro empleando una fibra óptica acoplada a un espectrómetro CCD 
lineal. 

- Diseñar y fabricar celdas específicas adaptadas para cada uno de los sistemas de 
lectura utilizados, con el objetivo de minimizar las interacciones no específicas que 
puedan coexistir. 
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3.3. Parte experimental 

3.3.1. Reactivos y disolventes 

Se utilizaron metanol (MeOH, grado HPLC, Fisher Scientific), etanol absoluto (grado 
HPLC, VWR), acetonitrilo (ACN, grado HPLC, Fisher Scientific), dimetilsulfóxido 
(DMSO, grado HPLC, VWR), tolueno anhidro (grado HPLC, Thermo Scientific), 
ácido trifluoroacético (TFA, 99.9%, Fluorochem), fosfato monosódico (99%, Merck), 
hidróxido de tetrabutilamonio metanólico (TBAOH, 10% w/w, TCI), zearalenona 
(ZON, 96%, ABCR), deoxinivalenol (DON, 98%, Merck), K3[Fe(CN)6] y 
K4[Fe(CN)6] (99.9%, Merck-Millipore), alambres de oro (0.25 mm dia., 99.9%, 
Thermo Scientific), y elastómero de silicona SYLGARD™ 184 (polidimetilsiloxano 
de dos componentes, PDMS; Dow Chemical Europe GmbH) tal como se recibieron. 
Todas las disoluciones acuosas se prepararon con agua tipo I (DirectQ3-UV, Merck). 
Los monómeros metacrilamida (MAM, 98%), dimetacrilato de etilenglicol (EDMA, 
98%), clorhidrato de N-(2-aminoetil)metacrilamida (EAMA, 98%), y el iniciador 
azobisisobutironitrilo (AIBN, 98%) fueron adquiridos a Merck. La sal de EAMA se 
neutralizó con una cantidad estequiométrica de TBAOH en MeOH, y el disolvente se 
eliminó a presión reducida en un rotavapor. El sólido resultante se disolvió en DMSO 
anhidro, previamente purgado con Ar (99.95%, Carburos Metálicos). Cuando fue 
necesario, los monómeros se purificaron utilizando una columna para eliminar 
inhibidores (Sigma-Aldrich). El análogo estructural de la ZON, 2,4-dihidroxibenzoato 
de ciclododecilo (CDHB), se sintetizó en nuestro laboratorio siguiendo protocolos 
previamente optimizados.97 

3.3.2. Modificación química de la superficie del electrodo de oro 

La funcionalización del alambre de Au se llevó a cabo mediante un procedimiento en 
dos etapas (Figura 54). En primer lugar, la superficie metálica se funcionalizó con 
grupos amino sumergiendo un segmento de 1.0 cm de longitud del alambre en una 
disolución de 6-amino-1-hexanotiol (Indagoo, 95%) 3 mmol L⁻1 en etanol absoluto, 
colocado en un vial de vidrio para HPLC. La cantidad de disolución controla la altura 
del segmento funcionalizado, ya que el alambre de oro se mantiene firmemente sujeto 
dentro de un tubo de PFA insertado en un septum de goma, mientras un segmento del 
alambre sobresale del tubo. El alambre se dejó reaccionar toda la noche a 5 °C en la 
disolución y luego se lavó cuidadosamente con etanol absoluto y tolueno.  

En una segunda etapa, el alambre activado se transfirió a un vial de vidrio de 12 mL 
con septum, que contenía tolueno anhidro y 14 mg de carbonato de potasio (K2CO3, 
Scharlau) previamente secado en estufa. El vial se purgó con Ar durante 15 min antes 
de añadir 240 µmol de cloruro de acriloilo (Merck, 96%), disuelto en un pequeño 
volumen de tolueno anhidro, mediante una jeringa y gota a gota. La reacción se llevó 
a cabo a temperatura ambiente durante toda la noche bajo atmósfera inerte. 
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Figura 54. Ilustración del procedimiento experimental para preparar los electrodos de oro recubiertos 
con MIP. Los dos primeros pasos implican la funcionalización de los alambres para garantizar la 
formación del polímero en la superficie metálica, seguida de la polimerización radicalaria. En el paso 
final se elimina la molécula plantilla, dejando los sitios de reconocimiento para la unión del MIP a la 
micotoxina. 
 
El MIP se preparó a partir de una mezcla de EAMA neutralizado (8 µmol), MAM 
(8 µmol), CDHB (4 µmol), EDMA (14 µmol), y AIBN (5% del peso total de los 
monómeros) en 5 mL de DMSO. El alambre de oro, funcionalizado con grupos 
acrilamida, se sumergió en esta mezcla de prepolimerización. La disolución se 
desoxigenó purgándola con Ar durante 30 min y la polimerización se llevó a cabo en 
un baño termostático utilizando el siguiente perfil de temperatura: 50 °C durante 2 h, 
65 °C durante toda la noche y 80 °C durante 2 h. Después de la polimerización, el 
alambre de oro recubierto con MIP (Au@MIP) se enjuagó minuciosamente con 
DMSO para eliminar el exceso de monómeros. Para eliminar la molécula plantilla, el 
alambre se lavó durante 30 min en 2 mL de una mezcla de metanol y ácido 
trifluoroacético (TFA; 95:5 v/v) con agitación, seguido de un lavado con 2 mL de 
metanol durante otros 30 min. Los polímeros sin impronta molecular (NIPs) se 
prepararon de manera similar, pero en ausencia de la molécula plantilla (Au@NIP). 
Estos procedimientos de funcionalización y polimerización también se emplearon 
para modificar electrodos de disco de oro (3 mm de diámetro, Autolab). La morfología 
de los polímeros resultantes se caracterizó mediante microscopía electrónica de 
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barrido (SEM; JEOL JSM 7600F) operando a 20 kV (Centro Nacional de Microscopía 
Electrónica, UCM). 

3.3.3. Medidas electroquímicas 

Las medidas de BE se realizaron en una disolución tampón de fosfato de 5 mmol L⁻1 

a pH 8.2 que contenía [Fe(CN)6]3⁻ y [Fe(CN)6]4⁻ (0.8 mmol L−1 de cada uno) como 
sonda redox. Se utilizó esta disolución electrolítica para todas las medidas, salvo 
indicación contraria. En todos los experimentos de BE se empleó una fuente de 
alimentación Manson EP-613 acoplada a un regulador electrónico de voltaje ARCELI 
ARC-1001. 

3.3.4. Fabricación de celdas BPE 

El BPE híbrido se fabricó conectando un alambre de Au sin recubrimiento al cátodo 
y un alambre de Au recubierto con polímero al ánodo de un micro-LED verde 
(RS 654-4304, que consiste en un LED verde de tipo SMD 0603 sobre una base de 
1.7 mm × 0.8 mm × 0.65 mm). Se empleó una pequeña cantidad de pintura plateada 
(Electrode Microscopy Sciences) para establecer la conexión eléctrica entre los 
alambres de Au y los terminales del LED. 

Plataforma clásica 

La celda electroquímica bipolar clásica estaba formada por el BPE híbrido, ya sea el 
Au/LED/Au@MIP o el Au/LED/Au@NIP, colocados entre dos electrodos de grafito 
de 2 mm dia. × 8.5 cm de longitud (Staedtler, 2H) (Figura 55). En esta celda, se aplica 
un campo eléctrico constante de 1.16 V cm⁻1 entre los dos electrodos de alimentación 
paralelos, ubicados a 5.5 cm de distancia en una placa Petri de plástico de 9 cm de 
diámetro. Se añadieron varias alícuotas de 1 − 27 µL de disoluciones madre de ZON 
para proporcionar concentraciones de 0 − 100 ng mL⁻1 de la micotoxina en 30 mL de 
la disolución electrolítica de trabajo. Tras cada adición, el medio se homogeneizó con 
ayuda de una micropipeta de 5 mL y luego se dejó incubar durante 5 min para permitir 
la difusión del analito en el interior de los recubrimientos de MIP y NIP de los 
respectivos BPEs. 

La emisión del LED verde se registró con una cámara Fujifilm X-H2-1050 provista 
de un objetivo Fujinon XF16-80 mm F4-R-OIS-WR. Se capturaron imágenes digitales 
del LED después del periodo de incubación, a intervalos de 0.5 s durante un total de 
20 s, permitiendo la determinación de la intensidad de emisión del LED una vez que 
se estabilizó (la intensidad estable de la luz verde ocurría alrededor de la foto número 
30). Las imágenes obtenidas se procesaron con el software Image J 1.54.  
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Figura 55. Celda electroquímica bipolar clásica compuesta por tres LEDs conectados por alambres de 
oro, donde la parte anódica consiste en oro, MIP y polímero sin impronta (NIP), respectivamente. 
 

Plataforma microfluídica 

La celda microfluídica se construyó de la siguiente manera: se diseñó y fabricó en los 
talleres de apoyo a la investigación de la UCM un molde de PVC (poli(cloruro de 
vinilo)) para formar un canal microfluídico de 55 mm × 6 mm × 2 mm, en el cual se 
colocó el BPE híbrido. A continuación, se fijaron dos barras de metacrilato 
(17 mm × 2 mm × 2 mm) al molde de PVC, con el fin de crear las cavidades necesarias 
para los electrodos de alimentación al desmoldar. El molde se adhirió al fondo de una 
placa de Petri de plástico de 9 cm, y se añadieron cuidadosamente 27.4 g de la mezcla 
de SYLGARD™ 184 (elastómero PDMS y agente de curado en una proporción 9:1 
p/p), previamente centrifugada para eliminar el aire disuelto. Tras una curación de 
48 h a 40 °C, el elastómero sólido se retiró de la placa Petri y se cortó en una forma 
rectangular (77 mm × 32 mm × 5 mm), insertando mecánicamente los electrodos de 
grafito en las cavidades formadas.  

El canal de BE de PDMS resultante se fijó a un portaobjetos de microscopio estándar, 
al que se unió el dispositivo Au/LED/Au@MIP mediante cinta adhesiva de doble cara 
(Kapton). El conjunto de PDMS/portaobjetos de vidrio se colocó entre dos placas 
perforadas de PMMA (poli(metacrilato de metilo)) (89 mm × 45 mm × 8 mm) y se 
ajustó con cuatro tuercas mariposa (Figura 56). La placa superior de PMMA presenta 
una abertura roscada para conectar un cable de fibra óptica terminada en conectores 
SMA905 (StellarNet F1000-UV-vis-SR 1000-µm 1-m de fibra de sílice recubierta de 
camisa de PVC), que transporta la luz del LED al espectrómetro. Este último es un 
espectrómetro de fibra óptica Ocean Optics FLAME-S-VIS-NIR-ES alimentado por 
USB, equipado con una rendija de entrada de 200 µm, una red de difracción de 
600 líneas mm⁻1 de 350 a 1000 nm y un sensor CCD lineal Sony ILX511B de 2048 
píxeles. Las medidas se realizaron en presencia de luz ambiente. 
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Figura 56. Ilustración de una celda microfluídica para electroquímica bipolar (izquierda) y la realización 
final de la celda (derecha), con un LED conectado mediante alambres de oro. La región anódica contiene 
la capa MIP. 
 
Las medidas microfluídicas se realizaron inyectando 600 µL de la disolución 
electrolítica de trabajo, que contenía la concentración deseada del analito 
(0 ≤ [ZON] ≤ 2000 ng mL⁻1; 0 ≤ [DON] ≤ 100 ng mL⁻1), en la cámara mediante una 
jeringa de plástico de 1 mL perforando con la aguja hipodérmica el PDMS entre el 
cátodo del electrodo de alimentación y el alambre de Au desnudo. Además, se colocó 
otro barril de jeringa de plástico con aguja entre el ánodo del electrodo de alimentación 
y el alambre Au@MIP para permitir la salida de la muestra líquida. La disolución 
inyectada se incubó durante 5 min antes de aplicar un campo eléctrico constante de 
1.8 V cm⁻1 entre los electrodos de alimentación, situados a 4.9 cm de distancia (Figura 
56). El registro del espectro de la luz del LED mediante el espectrómetro (con un 
tiempo de integración de 15 s, un boxcar de 10 puntos y el “modo eléctrico oscuro” 
seleccionado) se inició 5 s después de que se aplicara el campo eléctrico a los 
electrodos de alimentación. El espectro de emisión se analizó con el software SSPS 
SigmaPlot 14.0. 

 
3.4. Resultados y discusión 

3.4.1. Síntesis, caracterización morfológica y comportamiento 
electroquímico del alambre de oro recubierto con MIP 
El MIP selectivo para ZON se preparó siguiendo un procedimiento previamente 
reportado.179 Por lo tanto, no hemos realizado ninguna optimización adicional de la 
composición del monómero, la relación monómeros/plantilla o las condiciones de 
reacción. En resumen, el MIP se sintetizó mediante polimerización térmica de una 
mezcla de monómeros EAMA/CDHB/MAM/EDMA en una relación molar de 
2:1:2:20 en DMSO, sobre la superficie de un electrodo de disco de oro previamente 
funcionalizado con grupos acrilamida (Figura 54). Como primera prueba de la 
modificación química, se examinó la morfología de las superficies recubiertas con 
MIP, NIP y de los electrodos de Au vírgenes mediante microscopía electrónica de 
barrido (SEM) (Figura 57). Las micrografías obtenidas por SEM muestran una 
superficie homogénea y lisa en el alambre de oro sin modificar, mientras que las 
superficies modificadas con polímero presentan una morfología rugosa, corroborando 
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su recubrimiento polimérico. Es importante resaltar que, debido a las limitaciones en 
la ampliación del microscopio, no fue posible distinguir claramente las diferencias 
morfológicas entre las superficies recubiertas con MIP y NIP. 

Tras la caracterización de la superficie del alambre de Au, se estudió el 
comportamiento electroquímico del recubrimiento polimérico sobre un electrodo de 
disco de oro convencional (Figura 58). En este contexto, el MIP y el NIP se 
comportan como aislantes clásicos, limitando así las constantes de velocidad de 
transferencia electrónica entre la superficie de Au y las sondas electroactivas 
([Fe(CN)6]3⁻ y [Fe(CN)6]4⁻).  

 
Figura 57. Micrografías de microscopía electrónica de barrido (SEM) del alambre de Au virgen (negro) 
y de los electrodos modificados con MIP (rojo) y NIP (azul). Reproducido de la referencia [178] con 
permiso. 
 

 
Figura 58. Estudio voltamperométrico del sistema redox [Fe(CN)6]3−/4− (5 mmol L⁻1) en la superficie de 
un electrodo de disco de oro (A) virgen, (B) recubierto con MIP y (C) recubierto con NIP, en una 
disolución tampón de fosfato de 100 mmol L⁻1, pH 8.2 (0.1 V s⁻1), en ausencia (línea negra) y presencia 
(línea roja) de ZON (1000 ng mL⁻1). 
 
En el caso del alambre de Au recubierto por la capa MIP, este fenómeno da lugar a 
una disminución de la corriente que pasa a través del LED, con la consiguiente 
emisión de luz más tenue. Sin embargo, la unión de la micotoxina objetivo a los sitios 
del polímero probablemente induce una reconfiguración de la red MIP, facilitando así 
la transferencia electrónica interfacial. Esta propuesta se encuentra en concordancia 
con el denominado “efecto compuerta” (gate effect),180 el cual plantea que la 
interacción del analito objetivo con los sitios de reconocimiento del MIP provoca 
cambios estructurales significativos en la matriz polimérica. La naturaleza del MIP 
juega un papel crucial en la determinación de los cambios específicos que pueden 
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ocurrir. Un posible mecanismo implica la contracción de la red polimérica debido al 
intercambio entre las moléculas del disolvente y el analito. A medida que los grupos 
funcionales en las cavidades selectivas del MIP interactúan estrechamente con el 
analito, se produce una ligera contracción de la columna vertebral del polímero. Este 
estrechamiento facilita la formación de caminos que permiten que la sonda redox 
llegue más fácilmente a la superficie del electrodo, lo que aumenta finalmente la señal 
de corriente (Figura 59). Este efecto resalta la importancia de la reconfiguración 
estructural en los MIPs durante la detección del analito, como se ha enfatizado en 
diversos estudios.181,182  

 
Figura 59. Ilustración del “efecto compuerta” de un MIP sobre un alambre de Au conectado al ánodo de 
un LED. A) El MIP se hincha debido a la presencia de moléculas de agua, dificultando el acceso de las 
sondas redox ([Fe(CN)6]3⁻ y [Fe(CN)6]4⁻) al electrodo bipolar. B) El MIP se contrae cuando el analito se 
une a los sitios de reconocimiento, facilitando el acceso de la sonda al electrodo. Las barras grises 
representan el ánodo de electrodo de alimentación para el fenómeno electroquímico bipolar inalámbrico. 
 
Para respaldar esta explicación, se investigó el comportamiento voltamperométrico 
del par redox [Fe(CN)6]3⁻/4⁻ en tres tipos de electrodos: un electrodo de disco de Au 
virgen, un electrodo recubierto con MIP y un electrodo recubierto con NIP. El estudio 
se llevó a cabo en una celda electroquímica clásica de tres electrodos, utilizando una 
disolución que contenía 0.1 mol L⁻1 de tampón fosfato (pH 8.2), [Fe(CN)6]3⁻ y 
[Fe(CN)6]4⁻ (5 mmol L⁻1 de cada uno), en ausencia y en presencia de ZON 
(1000 ng mL⁻1). Como se puede observar en la Figura 58A, se midió un proceso 
cuasi-reversible limitado por difusión, con un ΔE ∼180 mV con el electrodo de Au 
virgen, tanto en ausencia como en presencia de ZON. Esto demuestra que la 
micotoxina de interés no es electroactiva a esas concentraciones dentro del rango de 
potencial seleccionado, lo cual es compatible con el comportamiento descrito de la 
ZON en condiciones experimentales similares.183 Por lo tanto, el analito no contribuye 
significativamente a la corriente faradaica cuantificada por nuestro sistema 
electroquímico.  

Sin embargo, en ausencia de la micotoxina, la corriente asociada con el proceso redox 
disminuye aproximadamente cuatro veces después de recubrir la superficie del 
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electrodo de oro con el MIP o el NIP (Figura 58B y 58C). No obstante, en 
presencia de ZON, se observó un aumento en la densidad de corriente del proceso 
redox (Figura 58B y 58C), siendo este aumento más pronunciado en el caso del 
electrodo recubierto con MIP (Figura 58B). Este hecho sugiere que la presencia 
de ZON dentro de la matriz MIP facilita la difusión de la sonda redox electroactiva 
hacia la superficie del electrodo y, por lo tanto, las reacciones de transferencia de 
electrones. Este efecto es similar al “efecto compuerta” mencionado anteriormente, 
donde la permeabilidad de ciertos tipos de MIPs se modula mediante interacciones 
específicas con sus moléculas objetivo. Además, se ha demostrado que la 
presencia del analito objetivo altera significativamente la rugosidad de la 
superficie de los MIPs, lo que indica cambios en la estructura del polímero.184 Dichas 
alteraciones pueden llevar a una expansión de los poros, mejorando así la difusión 
de las sondas redox a través del polímero hacia la superficie del electrodo. Este 
efecto finalmente aumenta la respuesta de corriente faradaica, como se observó 
aquí en presencia del analito objetivo. Además, se observó una mayor densidad de 
corriente con el electrodo recubierto con MIP que con el electrodo recubierto 
con NIP, tanto en ausencia como en presencia de ZON. Esta diferencia puede 
atribuirse a la distinta porosidad local y área de superficie accesible del MIP, que 
está influida por la incorporación de la molécula plantilla durante su síntesis.185,186 

3.4.2. Plataforma clásica de BE para la cuantificación inalámbrica de 
ZON 
Tras demostrar el efecto de la micotoxina sobre las características de transferencia 
electrónica del electrodo modificado con MIP, se adaptó este proceso dependiente del 
analito al formato de BE inalámbrico con transducción LED. Para ambos BPE 
híbridos, Au@MIP y Au@NIP, se fabricaron electrodos de alambre de Au recubiertos 
con polímero, los cuales se conectaron a los ánodos de los pequeños LEDs verdes (ver 
sección 3.3.2), mientras que un alambre de Au sin recubrimiento se conectó a cada 
cátodo del LED. Considerando el potencial umbral intrínseco del LED verde, 
aproximadamente 2.1 V según el fabricante, y la longitud total de los BPEs (l = 4 cm), 
se requerirían valores de campo eléctrico superiores a 0.52 V cm−1 para encender el 
LED (ecuación 5).  ∆𝑉 = 𝐸 ×  𝑙 (5) 

En principio, bajo estas condiciones, la diferencia de potencial de polarización (ΔV) 
del BPE híbrido permitiría la oxidación y reducción de una sonda redox en los 
extremos anódico y catódico del dispositivo, respectivamente. Como resultado, el 
flujo concomitante de electrones debería generar una corriente lo suficientemente alta 
como para activar la emisión del LED. Sin embargo, en la práctica, se requieren 
valores de campo eléctrico mayores debido a la baja conductividad intrínseca de la 
disolución y la contribución resistiva interfacial de la capa de polímero. Esto se puede 
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abordar fácilmente utilizando sondas redox que requieran un ΔV pequeño, como el 
par redox [Fe(CN)6]3⁻/4⁻ (∼ 0.18 V, Figura 58A). De este modo, al aplicar un campo 
eléctrico adecuado entre los electrodos de alimentación, se podrá inducir la emisión 
del LED en presencia de la micotoxina, ya que las reacciones redox se llevarán a cabo. 
En cambio, en ausencia de la micotoxina, la emisión no ocurrirá debido a la inhibición 
del proceso redox (Figura 60).

Figura 60. Emisión normalizada del microLED en función de la concentración de ZON en una disolución 
acuosa 5 mmol L⁻1 en tampón fosfato (pH 8.2) en presencia del par [Fe(CN)6]3−/[Fe(CN)6]4−

(0.8 mmol L⁻1 de cada uno), sometida a un campo eléctrico constante de 1.16 V cm⁻1 para los BPE 
híbridos Au@MIP (puntos rojos) y Au@NIP (rombos azules). Inserto: fotografías de la luz verde del 
LED generada por los BPE Au@MIP y Au@NIP bajo dichas condiciones, a las concentraciones de ZON 
indicadas. La barra verde debajo del LED indica la escala, correspondiente a 1.7 mm. Reproducido de la 
referencia [178] con permiso. 

Como se mencionó anteriormente, la unión de la micotoxina al MIP facilita el acceso 
de la sonda redox al alambre de Au debido a la contracción del polímero, lo que 
provoca la expansión de los poros (Figura 59). Además, es razonable suponer que 
dicha expansión de los poros pueda estar relacionada con la cantidad de micotoxina 
unida al MIP. Para corroborar esta hipótesis, se evaluó la potencia radiante de los 
LEDs conectados a los BPEs híbridos Au@MIP o Au@NIP en función de la 
concentración de ZON (Figura 60). Cada conjunto se colocó en el centro de una celda 
BE (Figura 55) que contenía la disolución electrolítica de trabajo. Bajo estas 
condiciones, el LED en cada BPE permanece apagado en ausencia de ZON (Figura 
60, inserto). Sin embargo, después de la primera adición del analito (10 ng mL⁻1), el 
LED conectado al Au@MIP se enciende, mientras que el LED conectado al Au@NIP 
permanece apagado. Estos resultados son coherentes con las medidas 
voltamperométricas, proporcionando un apoyo adicional al “efecto compuerta” del 
polímero causado por la unión de ZON, lo que facilita el acceso de la sonda redox a 
la superficie del electrodo, permitiendo los procesos de transferencia electrónica.  
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La intensidad de la emisión del LED en función de la concentración de ZON se 
muestra en la Figura 60. Se observó una correlación entre la intensidad de luz 
normalizada y la cantidad de analito presente en la disolución para el BPE Au@MIP 
(Figura 60, puntos rojos). Por el contrario, el BPE Au@NIP permaneció apagado en 
todo el rango de concentraciones probadas (Figura 60, rombos azules), corroborando 
el papel fundamental del elemento de reconocimiento selectivo. 

Habiendo demostrado la función esencial del MIP en el proceso electroquímico 
bipolar, se estudió la especificidad del sistema, evaluando el comportamiento de la 
emisión de luz del dispositivo en presencia de una especie potencialmente 
interferente, como el deoxinivalenol (DON), otra micotoxina habitual. ZON y DON 
son actualmente las micotoxinas más prevalentes en alimentos contaminados a nivel 
mundial.59 Además, ambas micotoxinas provienen del mismo hongo, comparten 
grupos funcionales similares y un tamaño molecular comparable (Figura 61).  

 
Figura 61. Estructuras químicas de las toxinas ZON y DON (arriba). Intensidad de luz del LED 
normalizada en función de la concentración de ZON (puntos rojos) o DON (rombos morados), en una 
disolución acuosa de fosfato a 5 mmol L⁻1 (pH 8.2) en presencia de [Fe(CN)6]3− y [Fe(CN)6]4− 

(0.8 mmol L⁻1 cada uno), con un campo eléctrico constante de 1.16 V cm⁻1 utilizando un BPE híbrido 
Au@MIP (abajo). Reproducido de la referencia [178] con permiso. 
 
Por tanto, la cuantificación selectiva de ZON en presencia de otras moléculas, es muy 
deseable. El efecto del DON sobre el electrodo compuesto Au@MIP se evaluó bajo 
las mismas condiciones que las utilizadas para el análisis de ZON. El rango de 
concentración seleccionado para las micotoxinas (0 ≤ [ZON] ≤ 100 ng mL⁻1; 
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0 ≤ [DON] ≤ 500 ng mL⁻1) se basa en los límites máximos residuales (LMR) 
establecidos por el Reglamento de la Comisión Europea (UE) 2023/915 para cada 
micotoxina en diferentes alimentos. Como se observa en la Figura 61, el LED en el 
BPE permanece apagado en ausencia de ZON y DON. Sorprendentemente, también 
se observó un aumento gradual de la intensidad del LED en función de la 
concentración de DON. Este comportamiento sugiere la existencia de interacciones 
no específicas entre el polímero con impronta para ZON y el DON durante el periodo 
de incubación. A pesar de ello, se requieren concentraciones 6 veces más altas de 
DON (> 30 ng mL⁻1) que de ZON (> 5 ng mL⁻1) para activar la emisión del LED 
(Figura 61). Además, se observó un aumento más pronunciado de esta emisión con 
las adiciones de ZON en comparación con el patrón de DON. La pendiente de la 
sección lineal de los gráficos de intensidad de luz vs. concentración está relacionada 
con la constante de unión del analito al recubrimiento MIP. En este sentido, es 
evidente que la unión de ZON al MIP es más eficiente que la interacción de DON, ya 
que la pendiente del gráfico para la primera micotoxina (2×10−2 mL ng⁻1) es un orden 
de magnitud mayor que la pendiente que genera el interferente potencial 
(3×10−3 mL ng⁻1). No obstante, la interferencia de DON solo ocurriría a 
concentraciones superiores a aproximadamente 30 ng mL⁻1, de acuerdo con el efecto 
de activación del LED de esta micotoxina (Figura 61). Basándonos en estos 
resultados, se desarrolló un nuevo diseño de celda que permitiera reducir las 
interacciones no específicas, disminuir los volúmenes de muestra de trabajo y 
optimizar la monitorización de la intensidad del LED, mejorando así la detección de 
ZON en presencia de potenciales interferentes. 

3.4.3. Plataforma microfluídica para la cuantificación inalámbrica de 
ZON 
Tras identificar diferencias significativas en la respuesta del sensor Au@MIP a 
micotoxinas relacionadas, se decidió diseñar una configuración microfluídica para 
cumplir con los objetivos planteados. Para este fin, se fabricó una celda microfluídica 
en PDMS, equipada con un canal para colocar el BPE Au/LED/Au@MIP y dos barras 
de grafito incrustadas en sus extremos como electrodos de alimentación; pueden 
encontrarse más detalles en la sección 3.3.4 y en la Figura 56. Para realizar una 
medida, la disolución electrolítica que contenía el analito se inyectó en la cámara de 
PDMS, se incubó y se sometió después a un campo eléctrico, tras lo cual se registró 
el espectro de emisión del LED utilizando un espectrómetro de fibra óptica. Bajo estas 
condiciones, la inyección/evacuación sucesiva de las disoluciones simula un enfoque 
dinámico que minimiza las interacciones no específicas. La Figura 62 ilustra las 
medidas de BE de disoluciones de ZON tomadas en la celda microfluídica. Cabe 
destacar que el campo eléctrico aplicado fue más alto en la configuración 
microfluídica que en el sistema clásico debido a consideraciones geométricas. El uso 
de un espectrómetro en lugar de una cámara permite recolectar un espectro completo 
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de la luz verde emitida por el LED transductor (Figura 62A). Este espectro está 
centrado en (577 ± 1) nm y su intensidad máxima y área dependen de la concentración 
de la micotoxina. A partir de estos espectros, se construyó un gráfico del área 
normalizada bajo la curva de emisión ((S − Smin)/(Smax − Smin)) en función de la 
concentración de ZON (Figura 62B). 

 
Figura 62. (A) Espectros de intensidad del LED medidos en el espectrómetro CCD en función de la 
concentración de ZON (0 – 70 ng mL⁻1) en una disolución acuosa de tampón fosfato 5 mmol L⁻1 (pH 
8.2), en presencia de [Fe(CN)6]3− y [Fe(CN)6]4− (0.8 mmol L⁻1 de cada uno), aplicando un campo eléctrico 
constante de 1.8 V cm⁻1 con una celda BE microfluídica Au/LED/Au@MIP. (B) Área normalizada bajo 
el espectro de emisión en función de la concentración de ZON obtenida de los datos espectrales en la 
Figura 62A. La línea discontinua roja representa el mejor ajuste a la ecuación y = 0.01 × CZON − 0.04. 
(C) Área normalizada bajo el espectro de emisión en función de la concentración de ZON en el rango de 
concentración 0 – 2000 ng mL⁻1. Reproducido de la referencia [178] con permiso. 
 
De la misma manera que se observó en la celda BE clásica, el LED permaneció 
apagado en ausencia de la micotoxina, mientras que comenzó a emitir a partir de la 
primera adición de ZON (10 ng mL⁻1). Se observó una correlación lineal entre el área 
normalizada de emisión y la concentración de ZON en el rango de concentraciones de 
10 a 70 ng mL⁻1 (r² = 0.993) (Figura 62B), con un límite de detección inferior (LLOD) 
de 3 ng mL⁻1. A concentraciones altas de ZON (> 100 ng mL⁻1), se produjo una 
disminución de la emisión del LED (Figura 62C y Figura 63). Tal disminución 
sugiere que el MIP ha alcanzado la saturación de sus sitios de unión y el exceso de 
micotoxina se une de manera no específica a la superficie del polímero. Esta unión no 
específica a alta concentración de ZON interfiere con el proceso de transferencia de 
electrones, lo que lleva a un agotamiento del flujo de electrones a través del LED y, 
por consiguiente, disminuye su emisión. Naturalmente, esta unión inespecífica 
debería afectar una o más propiedades del MIP; de lo contrario, la señal se estabilizaría 
y no disminuiría.  

Teniendo en cuenta que el límite superior de detección depende de la saturación de 
los sitios de unión del MIP, la manera de aumentar el rango dinámico sería 
incrementar el número de estos sitios aumentando la cantidad de MIP en el alambre 
de oro. Para mantener el tiempo de respuesta actual del sensor, este objetivo podría 
lograrse utilizando un alambre de oro más grueso (ya que el campo eléctrico necesario 
para inducir la oxidación y reducción en cada extremo del electrodo bipolar no 
depende del grosor del electrodo (ecuación 5) o bien nanostructurando el alambre de 
oro antes de aplicar el recubrimiento con MIP. 
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Figura 63. Espectros de intensidad del LED en función de la concentración de ZON (indicada en la 
figura), obtenidos en una disolución acuosa de tampón fosfato 5 mmol L⁻1 (pH 8.2) en presencia de 
[Fe(CN)6]3⁻ y [Fe(CN)6]4⁻ (0.8 mmol L⁻1 de cada uno), aplicando un campo eléctrico constante 
(1.8 V cm⁻1) con un BPE híbrido Au@MIP. 
 
Tras demostrar la funcionalidad y simplicidad del sistema microfluídico para medidas 
BE basadas en MIP, se investigó el efecto del DON en esta configuración. El 
comportamiento óptico del dispositivo Au/LED/Au@MIP se evaluó bajo las mismas 
condiciones experimentales a diferentes concentraciones de DON. En el rango de 0 a 
70 ng mL⁻1, se observó una respuesta lineal del dispositivo a ZON. Curiosamente, no 
se distinguió ninguna emisión del LED tras agregar DON en ese rango de 
concentración (Figura 64). Las pendientes de la respuesta del sensor a ZON 
(1.4×10−2 mL ng⁻1) y DON (4.3×10−5 mL ng⁻1) evidencian que el dispositivo 
microfluídico minimiza eficazmente las interacciones no específicas del analito con 
el MIP, mejorando la selectividad del método en tres órdenes de magnitud respecto al 
sistema BE clásico. Además, la reutilización de los electrodos se demostró realizando 
medidas repetidas con el dispositivo al menos tres veces durante un mes, sin pérdida 
de la señal analítica. Es importante señalar que, antes de cada serie de experimentos, 
los cables recubiertos de polímero almacenados a 5 ºC en ACN, se lavaron durante 
30 min con una disolución de MeOH−TFA (95:5 v/v), seguida de otros 30 min con 
MeOH para eliminar el TFA residual. 
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Figura 64. (A) Área de emisión normalizada en función de las concentraciones de ZON (puntos rojos) 
y DON (rombos morados), medida en una disolución acuosa de tampón fosfato 5 mmol L⁻1 (pH 8.2) en 
presencia de [Fe(CN)6]3− y [Fe(CN)6]4− (0.8 mmol L⁻1 de cada uno) a un campo eléctrico constante 
(1.8 V cm⁻1) con un BPE híbrido Au@MIP. (B) Espectros de intensidad del LED registrados a una 
concentración de ZON de 30 ng mL⁻1 (línea roja) y una concentración de DON de 30 ng mL⁻1 (línea 
discontinua morada) bajo las mismas condiciones experimentales. Reproducido de la referencia [178] 
con permiso. 
 
Finalmente, los resultados obtenidos con la plataforma microfluídica y la 
configuración clásica de BE se compararon con éxito utilizando el gráfico de la región 
de confianza conjunta elíptica (EJCR), derivado del análisis de regresión por mínimos 
cuadrados ordinarios (Figura 65).187 

 
Figura 65. Gráfico de la región de confianza conjunta elíptica (EJCR) utilizando el método de regresión 
de mínimos cuadrados ordinarios (OLS) para las concentraciones de ZON medidas con la plataforma 
microfluídica y con el dispositivo electroquímico bipolar clásico. El inserto muestra el EJCR para la 
pendiente y la ordenada en el origen en el ajuste de regresión de las concentraciones obtenidas 
experimentalmente frente a los valores de referencia. El caso ideal, con una ordenada en el origen igual 
a 0 y una pendiente de 1, está marcado con un punto rojo, mientras que el resultado experimental, con 
una ordenada en el origen de 0.70 y una pendiente de 1.01, está indicado por un punto negro. 
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3.5. Conclusiones 

Por primera vez, se ha fabricado con éxito un dispositivo emisor de luz basado en un 
material híbrido de polímero con impronta (MIP)-Au para el análisis electroquímico 
inalámbrico de ZON, una micotoxina ampliamente encontrada como contaminante de 
multitud de alimentos. Este novedoso sistema aprovecha la capacidad de 
reconocimiento molecular del MIP y su transducción electroquímica a través de un 
“efecto compuerta” mediado por el analito. Además, gracias a la lectura óptica 
proporcionada por un micro-LED, la integración de la microfluídica y los principios 
fundamentales de la BE, el dispositivo optosensor es compacto, rápido y versátil. 

La plataforma microfluídica permitirá fácilmente la automatización a través de un 
sistema de inyección de flujo analítico (FIA). Este último haría posible introducir 
pasos de lavado después de la incubación del electrodo recubierto con MIP con la 
muestra, con el fin de minimizar aún más las interacciones no específicas entre el 
analito y el elemento de reconocimiento. En cuanto a los componentes del dispositivo, 
la celda de PDMS podría reemplazarse por materiales alternativos como el elastómero 
termoplástico FlexdymTM, un copolímero multibloque de poliestireno/etileno-
butileno/poliestireno para mejorar la flexibilidad, el moldeado y la unión. El LED 
verde podría ser sustituido por un LED rojo para aprovechar su mayor poder de 
radiación y la mayor sensibilidad de los detectores de estado sólido en esta región. 
Además, un simple fotodiodo con un circuito de amplificación podría sustituir al 
actual espectrómetro compacto y la fibra óptica para reducir el coste del dispositivo 
basado en BE. Actualmente, se están llevando a cabo trabajos adicionales para utilizar 
el novedoso dispositivo Au/LED/Au@MIP en el análisis optoelectroquímico 
inalámbrico de otras micotoxinas en muestras de alimentos, abordando así un 
importante problema de carácter global que afecta a la salud. 
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3.6. Introducción 

Concepto y principios básicos de la ECL 

La electroquimioluminiscencia (ECL), también conocida como quimioluminiscencia 
electrogenerada, es un fenómeno mediante el cual la energía eléctrica se convierte en 
energía radiante.188 Este proceso ocurre a través de la generación de especies reactivas 
a partir de precursores estables en la superficie de un electrodo, las cuales reaccionan 
bajo ciertas condiciones químicas, produciendo estados excitados electrónicamente. 
Cuando estos estados excitados retornan a su nivel fundamental, emiten luz como 
resultado de su desactivación radiante.  

La ECL es una forma específica de luminiscencia, fenómeno en el que una sustancia 
emite luz al regresar a su estado fundamental tras haber sido excitada. Según la fuente 
de excitación, la luminiscencia puede clasificarse en distintos tipos: en la 
fotoluminiscencia (PL), la excitación es provocada por la absorción de fotones, 
mientras que en la quimioluminiscencia (QL), proviene de reacciones químicas. 
Cuando estas reacciones químicas son impulsadas electroquímicamente, se genera el 
fenómeno de ECL. 

Una de las características distintivas de la ECL es la capacidad de generar especies 
reactivas de manera controlada mediante la aplicación de un potencial eléctrico. La 
luminiscencia permite la producción de señales ópticas con alta sensibilidad y 
especificidad, lo que la convierte en una herramienta esencial en aplicaciones 
analíticas, como la detección de biomoléculas (proteínas, hormonas, anticuerpos), en 
las que los luminóforos actúan como etiquetas emisoras.189 Adicionalmente, la ECL 
destaca por su flexibilidad, ya que puede generar emisión de luz en diferentes medios, 
sin necesidad de fuentes externas intensas, que van desde disoluciones acuosas190 
hasta entornos orgánicos,191 lo que amplía su rango de aplicaciones. Desde su primera 
descripción en la década de 1960, ha experimentado un notable desarrollo, integrando 
disciplinas como química, biología y ciencia de materiales, y desempeñando un papel 
clave en la innovación de tecnologías avanzadas para la detección.192–194 

Luminóforos en ECL 

Los luminóforos son componentes fundamentales en los sistemas de ECL debido a su 
capacidad para emitir luz tras ser excitados electroquímicamente. Este apartado se 
centra en los complejos de rutenio(II), y en los puntos cuánticos (QDs) de ZnS 
dopados con manganeso (II), dos tipos de luminóforos que han demostrado un gran 
potencial en ECL en los últimos años.195–197 
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Complejos de rutenio(II)  
Los complejos de rutenio(II), en particular el [Ru(bpy)3]2+ y el [Ru(phen)3]2+ 
(bpy = 2,2’-bipiridina; phen = 1,10-fenantrolina), son luminóforos de gran relevancia 
en ECL debido a su alta eficiencia en la generación de luz y su notable estabilidad 
electroquímica.198–201 Estos compuestos se utilizan ampliamente tanto en medios 
acuosos como orgánicos, gracias a su capacidad para producir emisión de luz 
mediante reacciones de transferencia electrónica con correactantes como la 
tripropilamina (TPA) o el peróxido de hidrógeno. El [Ru(bpy)3]2+, en particular, es 
uno de los luminóforos más estudiados, mostrando una alta eficiencia en la emisión 
de luz en la región visible, especialmente en el rojo. Además, su estructura permite 
una interacción eficaz con otros reactivos electroquímicos, y su estabilidad facilita su 
reutilización en múltiples ciclos de emisión, lo que mejora su rendimiento en 
aplicaciones analíticas. El [Ru(phen)3]2+ presenta propiedades similares al 
[Ru(bpy)3]2+, con una eficiencia comparable en la producción de luz.202 Sin embargo, 
en algunos sistemas, el [Ru(phen)3]2+ ha mostrado ser hasta 5 veces más sensible.203 

En el caso de complejos de rutenio(II) adsorbidos, absorbidos o anclados a la 
superficie de partículas, la interacción con la matriz sólida normalmente mejora la 
estabilidad y amplifica la intensidad de la emisión ECL.204 Por ejemplo, cuando se 
integran con nanopartículas metálicas o de sílice, los complejos de rutenio(II) 
muestran un mejor rendimiento electroquímico debido a la mayor área superficial 
activa y la reducción de interferencias.  

Puntos cuánticos de ZnS dopados con manganeso(II) 
Los QDs de ZnS dopados con Mn2+ han despertado un creciente interés debido a su 
alta eficiencia en ECL. La energía necesaria para inducir ECL se suministra mediante 
la inyección eléctrica de pares electrón-hueco. En estudios previos,196 se ha 
demostrado la ECL de estos QDs en medio acuoso, utilizando H2O2 y aplicando 
potenciales negativos. Se observan así dos emisiones de ECL, un pico a −2.38 V, 
relacionado con los QDs de ZnS puro y otro entre −1.20 V y −1.50 V, asociado a los 
iones Mn2+, evidenciando su potencial como luminóforos eficaces para ECL.  

Cuando se combinan con complejos de rutenio(II) como los mencionados, los 
sistemas híbridos experimentan efectos sinérgicos que mejoran sus propiedades de 
emisión, como una mayor eficiencia en la transferencia de energía. Un ejemplo de 
esto es el acoplamiento entre QDs de CdTe y el complejo [Ru(bpy)3]2+,205 donde los 
QDs transfieren electrones al complejo de rutenio, modulando tanto la intensidad 
como la longitud de onda de emisión. 

Aunque los estudios más recientes de ECL han avanzado hacia disoluciones acuosas 
por su relevancia en sistemas biológicos, los experimentos en medios orgánicos 
mantienen importancia para aplicaciones específicas. Estos medios requieren 
condiciones muy controladas, como entornos libres de oxígeno, celdas herméticas y 
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el uso de disolventes y electrolitos purificados y secos, ya que incluso pequeñas 
impurezas pueden interferir en la generación de las especies precursoras necesarias o 
desactivar los estados excitados responsables de la emisión lumínica.206 

Mecanismos de ECL 

Según el mecanismo de aniquilación en ECL, el luminóforo experimenta 
alternativamente ciclos rápidos de oxidación y reducción en la superficie del 
electrodo, lo que genera especies aniónicas y catiónicas reactivas.207 La 
recombinación de estas especies da lugar a la formación del estado excitado del 
luminóforo, responsable de la emisión de luz (Figura 66A). En contraste, en el 
mecanismo de correactantes, tanto el luminóforo como el correactante se oxidan o 
reducen simultáneamente en el electrodo, generando especies que, mediante 
reacciones de transferencia electrónica, generan el estado excitado del luminóforo 
(Figura 66B).  

El mecanismo de aniquilación exige condiciones más estrictas, como una amplia 
ventana de potencial (entre 3.1 y 1.8 eV), así como entornos controlados con 
disolventes orgánicos purificados o líquidos iónicos en atmósferas inertes, para evitar 
la interferencia del agua y del oxígeno.208 Estas exigencias limitan su aplicabilidad. 
En cambio, el mecanismo de correactantes destaca por su versatilidad, ya que opera 
eficazmente tanto en medios acuosos como no acuosos, adaptándose a múltiples 
aplicaciones. Reductores como el oxalato y las aminas alifáticas terciarias (e.g. TPA), 
y oxidantes como el peróxido de hidrógeno, participan activamente en este 
mecanismo. El esquema 2, 3 y 4 ilustran detalladamente las rutas más representativas 
de sus mecanismos, permitiendo comprender mejor las etapas fundamentales de las 
reacciones y su vinculación con los estados excitados responsables de la emisión 
lumínica. 
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Figura 66. Representación de los mecanismos principales de generación de ECL. A) En el mecanismo 
de aniquilación, el luminóforo se somete a procesos alternos de oxidación y reducción en el electrodo, 
generando especies reactivas. La interacción de estas produce un estado excitado que emite luz al 
relajarse. B) En el mecanismo de correactantes, tanto el luminóforo como el correactante reaccionan 
simultáneamente en el electrodo, creando especies intermediarias que, mediante transferencias de 
electrones, activan el estado excitado del luminóforo, desencadenando la emisión de luz. 
 
 

 
Esquema 2. Mecanismo de la ECL del [Ru(phen)3]2+ con oxalato como correactante: a la oxidación del 
luminóforo en la superficie del electrodo, le sigue la reducción del luminóforo oxidado por el radical 
derivado del correactante, posibilitando la emisión de luz. 
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Esquema 3. Mecanismo de la ECL de [Ru(phen)3]2+ con TPA como correactante: a la oxidación del 
luminóforo en la superficie del electrodo, le sigue la reducción del luminóforo oxidado por el radical 
derivado del correactante, posibilitando la emisión de luz. 

 
Esquema 4. Mecanismo de la ECL de QDs de ZnS dopados con Mn2+ y H2O2 como correactante: a la 
reducción de ZnS en la superficie del electrodo, le sigue la oxidación de los átomos de azufre con el 
correactante. Los radicales generados derivados del correactante oxidan el Mn2+ a Mn3+, posibilitando la 
emisión de luz. 

 
Factores que afectan a la intensidad de la señal ECL 

Además de la naturaleza del medio y la presencia de oxígeno, la intensidad de la señal 
de ECL también está influida por otros factores.  

La concentración de luminóforo y correactante, ya que determina la cantidad de 
especies reactivas generadas y la probabilidad de que estas interactúen para formar el 
estado excitado.209 A mayor concentración de estos compuestos, mayor será la 
intensidad de la emisión lumínica, siempre y cuando no se alcance un límite en el que 
ocurran procesos de desactivación bimolecular del estado excitado emisor 
(quenching). 

El electrolito soporte también juega un papel fundamental, ya que debe permitir el 
transporte de iones en la celda electroquímica sin interferir con las reacciones de 
ECL.209 Un electrolito con una conductividad adecuada ayuda a mantener el equilibrio 
de la reacción y a evitar caídas de potencial que puedan afectar la formación de 
especies excitadas. 

La naturaleza del electrodo es otro factor determinante.210 Los electrodos con alta 
conductividad, como el platino o el oro, tienden a mejorar la eficiencia de la 
transferencia de electrones, lo que favorece la formación de las especies activas. 
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Además, la superficie del electrodo debe ser adecuada para facilitar la adsorción del 
luminóforo y el correactante sin generar reacciones secundarias no deseadas. 

La velocidad de barrido del potencial aplicado también afecta a la intensidad de la 
ECL.211 A velocidades de barrido más altas, las reacciones pueden no tener tiempo 
suficiente para llevarse a cabo de manera eficiente, lo que puede reducir la intensidad 
de la señal. Por el contrario, a velocidades más bajas, las especies reactivas pueden 
formarse más eficientemente, lo que mejora la intensidad de la ECL, aunque en 
algunos casos esto también puede dar lugar a la formación de especies no deseadas. 

El número de ciclos en ECL tiene un impacto significativo en la intensidad y 
estabilidad de la señal luminosa.212,213 Generalmente, con el aumento del número de 
ciclos de aplicación de potencial se observa una disminución en la eficiencia de la 
emisión de luz. Este descenso se debe principalmente a que las especies reactivas 
generadas en cada ciclo, como los radicales e iones, pueden descomponerse o 
reaccionar de forma no deseada, reduciendo la transferencia de energía al luminóforo. 
Además, la superficie del electrodo puede modificarse debido a la acumulación de 
productos de reacción, lo que afecta a su capacidad para transferir electrones 
eficientemente. No obstante, algunos estudios sugieren que la optimización del 
número de ciclos puede mejorar la reproducibilidad de la señal ECL, especialmente 
cuando se utilizan luminóforos con alta estabilidad o cuando se emplean técnicas para 
regenerar los electrodos entre los ciclos. 

Estos factores interactúan de manera compleja, y su optimización es crucial para 
maximizar la intensidad de la señal de ECL en aplicaciones analíticas y de detección. 

  



Nuevas estrategias de polimerización 

121 
 

3.7. Objetivos 

El objetivo general de esta parte de la tesis doctoral es desarrollar un sensor óptico 
basado en partículas recubiertas con una fina capa de MIP selectivo para alternariol 
(AOH), que permita su detección mediante un ensayo de transferencia de energía de 
resonancia de Förster (FRET, del inglés Förster Resonance Energy Transfer). Para 
ello, se exploraron nuevas estrategias de polimerización específicas para este fin, 
como la fotopolimerización, y otras metodologías innovadoras aún no aplicadas en 
este contexto, como la polimerización inducida por ECL. 

Los objetivos específicos incluyen:  

- Sintetizar partículas luminiscentes capaces de generar señal ECL en un medio 
orgánico. 

- Caracterizar los materiales sintetizados mediante diversas técnicas (espectroscopía, 
microscopía, análisis electroquímico, entre otras) para evaluar su idoneidad en las 
estrategias propuestas. 

- Desarrollar un sistema experimental para la detección de ECL con los medios 
disponibles en el laboratorio. 

- Evaluar la reproducibilidad de las medidas de ECL, utilizando distintos generadores 
de ECL como puntos cuánticos y complejos de rutenio, diferentes formas de 
inmovilización de las partículas sobre el electrodo, y diversos correactantes. 

- Sintetizar una monocapa de polímero alrededor de las partículas para optimizar los 
parámetros de detección del alternariol en el sensor. 

Este enfoque integral pretende no solo avanzar en la creación de un sensor selectivo 
para AOH, sino también explorar nuevas rutas de polimerización que podrían tener 
aplicaciones más amplias en el desarrollo de sensores ópticos basados en ECL y 
FRET. 
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3.8. Parte experimental 

3.8.1. Reactivos y materiales 

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron adquiridos de diversas casas 
comerciales, y se detallan a continuación, agrupados por proveedor.  

Merck suministró varios reactivos clave, entre ellos el azul de metileno (MB), el 
cloruro de manganeso (II) tetrahidratado (≥ 99%) y, el clorhidrato de L-cisteína 
monohidratado (≥ 99%). Además, suministró hidróxido de tetrabutilamonio 
(TBAOH) en metanol (1 mol L–1), cloruro férrico (FeCl3) (99%), y metacrilamida 
(MAM). También proporcionó dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) y 
tetraetilortosilicato (TEOS) (99%), así como el complejo de dicloruro de 
tris(2,2’-bipiridina) rutenio(II) hexahidratado ([Ru(bpy)3]Cl2 6 H2O) (≥ 99%). De 
Fisher Scientific se adquirieron reactivos como trietilamina (TEA), etanol absoluto, 
ciclohexano, 2-propanol, dimetilsulfóxido (DMSO), y acetonitrilo (ACN). De este 
proveedor también se obtuvo el peróxido de hidrógeno (H2O2) al 30%, el 
monohidrógenofosfato sódico y el dihidrógeno fosfato sódico anhidros. Alfa Aesar 
suministró el cloruro de zinc al 98% y el clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N′-
etilcarbodiimida (EDC) al 98%. Panreac proporcionó sulfuro de sodio nonahidratado 
(95%). De Polysciences se adquirió la N-(2-aminoetil) metacrilamida (EAMA) en 
forma de clorhidrato, mientras que Scharlau suministró NaOH en pellets extra puro e 
hidróxido de amonio (NH4OH) al 28%. El proveedor VWR proporcionó cloruro de 
hierro (II) (FeCl2) tetrahidratado (≥ 98%), mientras que Fluka suministró 
hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBAPF6) (98%) y el surfactante Triton X-100. 
De TCI se adquirieron reactivos como tripropilamina (TPA) (> 98%), 
2-yodo-2-metilpropionitrilo (CP-I) (> 96%), y 1’,3’-dihidro-8-metoxi-1’,3’,3’-
trimetil-6-nitrospiro[2H-1-benzopiran-2,2'-[2H]indol] (DHMI) (> 98%). Finalmente, 
Invitrogen proporcionó las partículas magnéticas Dynabeads® M-270 amina y el agua 
tipo I se obtuvo de un sistema de purificación Merck-Millipore Direct Q-3UV. 

3.8.2. Equipos 

Los equipos utilizados se describen en detalle junto con los procedimientos 
correspondientes en los siguientes apartados de la parte experimental de este bloque. 

3.8.3. Fotopolimerización 

Diseño del sistema 

Para la iniciación de la polimerización, se empleó un sistema basado en azul de 
metileno (MB) como iniciador, junto con trietilendiamina (TEA) como co-iniciador. 
El proceso consistió en intentar crear una fina capa polimérica sobre la superficie de 
los QDs de ZnS dopados con Mn2+ mediante fotopolimerización. Los QDs, que 
emitían a 590 nm, se excitaron con un transiluminador de lámpara de mercurio 
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(5 × 8 W) Vilber Lormat ECX-15.M de 312 nm. La luz naranja emitida por los QDs 
solapa con la banda de absorción del MB, lo que generaría la fotopolimerización en 
forma de capa fina.  

Síntesis de puntos cuánticos (QDs) de ZnS dopados con Mn2+ 

• Paso 1. Preparación del montaje de síntesis 

Se colocó un matraz de tres bocas para alojar una sonda de temperatura, una aguja 
para el flujo continuo de argón (Ar) y un septum destinado a la adición controlada de 
reactivos. Dentro del matraz, se colocó un imán para permitir una agitación magnética 
eficiente. Antes de la preparación de las disoluciones, se inició un flujo elevado de 
argón para purgar el matraz y eliminar cualquier presencia de oxígeno, garantizando 
un entorno inerte durante el proceso. 

• Paso 2. Preparación de las disoluciones acuosas de los reactivos 

Para garantizar la frescura de los reactivos, las disoluciones se prepararon el mismo 
día de la síntesis utilizando agua tipo I. Las concentraciones y volúmenes empleados 
fueron los siguientes: 136 mg de ZnCl2 (0.1 mol L–1) disueltos en 10 mL de agua, 
240 mg de Na2S·  9 H2O (0.1 mol L–1) disueltos en 10 mL, 98.96 mg de MnCl2·  4 H2O 
(0.1 mol L–1) disueltos en 5 mL, 175.63 mg de L-cisteína (HCl)·  H2O (0.02 mol L⁻1) 
disueltos en 50 mL y 0.5 g de NaOH (1 mol L–1) disueltos en 10 mL. 

• Paso 3. Preparación de la mezcla inicial 

En un vaso de precipitados, se preparó la mezcla inicial con los siguientes 
componentes: 50 mL de L-cisteína 0.02 mol L⁻1, 1.35 mL de agua tipo I, 5 mL de 
ZnCl2 0.1 mol L⁻1 y 0.15 mL de MnCl2 0.1 mol L⁻1. La mezcla se agitó manualmente 
para homogenizar los reactivos. El pH de la disolución se ajustó gradualmente a 11 
mediante la adición controlada de NaOH 1 mol L⁻1. Se prestó especial atención al 
proceso de ajuste para evitar un incremento abrupto del pH, añadiendo la base 
lentamente al observar que la disolución comenzaba a volverse turbia. 

• Paso 4. Desoxigenación y agitación 

La mezcla se transfirió al matraz de tres bocas, previamente configurado, colocado 
sobre una manta calefactora-agitadora equipada con un termopar y un controlador de 
temperatura para un control preciso del proceso. El sistema se sometió a agitación 
constante mientras se mantuvo un flujo continuo de Ar durante 30 min. 

• Paso 5. Reacción inicial para la formación de los QDs 

Utilizando una jeringa, se añadieron cuidadosamente 5 mL de Na2S 0.1 mol L⁻1 en el 
centro de la mezcla contenida en el matraz de tres bocas. La mezcla se mantuvo bajo 
agitación continua y un flujo constante de Ar durante 20 min. Este procedimiento 
permitió el inicio del proceso de formación de los QDs. 
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• Paso 6. Proceso de envejecimiento 

La temperatura de la disolución se incrementó hasta 50 °C usando la manta 
calefactora. La mezcla se mantuvo bajo agitación continua y en contacto con el aire 
durante 2 h. Este tratamiento térmico permitió el envejecimiento de los QDs, un 
proceso esencial para mejorar su cristalinidad y estabilizar sus propiedades ópticas y 
estructurales. 

• Paso 7. Separación y purificación 

Tras completar el envejecimiento, se apagó la manta calefactora y se dejó enfriar la 
mezcla a temperatura ambiente. Para diluir ésta, se añadieron aproximadamente 
60 mL de etanol, logrando un volumen total de 120 mL. La mezcla resultante se 
dividió equitativamente en cuatro tubos de centrífuga de 50 mL. Cada tubo se 
centrifugó a 5000 rpm durante 15 min a 4 °C, lo que permitió separar los QDs 
formados. Posteriormente, se descartó el sobrenadante y se agregaron 30 mL 
adicionales de la mezcla al sedimento. Este proceso se repitió una vez más, 
descartando el sobrenadante tras cada ciclo. Finalmente, se añadieron 40 mL de etanol 
a uno de los tubos para resuspender el pellet, que luego se combinó con el contenido 
del segundo tubo. La mezcla combinada se sometió a dos ciclos adicionales de 
centrifugación de 5 min, descartando el sobrenadante tras cada ciclo, aislando así los 
QDs lavados. 

• Paso 8. Secado y almacenamiento 

El pellet obtenido tras la última centrifugación se transfirió cuidadosamente a un tubo 
pequeño, utilizando una espátula de plástico en caso de que fuera necesario determinar 
la concentración molar de los QDs. El material se secó bajo una corriente controlada 
de N2 hasta que se obtuvo un polvo suelto de color parduzco. Para preservar su 
solubilidad y estabilidad, los QDs se almacenaron en un vial herméticamente cerrado 
bajo una atmósfera inerte, lo que garantiza su integridad a largo plazo. 

Síntesis del polímero 

Para la síntesis del MIP selectivo al alternariol (AOH), se utilizó una relación 
previamente optimizada por un miembro del grupo en otro formato y las 
concentraciones de monómeros de un trabajo similar previamente publicado.214 En 
primer lugar, se neutralizó el clorhidrato de N-(2-aminoetil) metacrilamida 
(EAMA.HCl) mediante la adición de TBAOH en una proporción molar 1:1, con el fin 
de obtener el monómero funcional básico. Para ello, se eliminó el disolvente de la 
disolución comercial de TBAOH mediante rotaevaporación.  

A continuación, en una cubeta de fluorescencia provista de septum, se mezclaron 
22 µmol de EAMA con 22 µmol de MAM en 0.60 mL de DMSO, junto con 11 µmol 
de la molécula plantilla S2. Se añadieron 1.4 mL de ACN, alcanzando un volumen 
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total de disolvente de 2 mL. Posteriormente, se incorporaron 220 µmol de EDMA, 
500 µg de los QDs y 5 µL de una disolución stock de 1.56 mmol L⁻1 de MB, junto 
con 10 µL de una disolución stock de 2.8 mmol L⁻1 de TEA, ambos necesarios para 
iniciar la polimerización. La mezcla de prepolimerización se dejó desoxigenar durante 
30 min mediante purga con N2 puro. 

Una vez desoxigenada la mezcla, se colocó la cubeta sobre el transiluminador de 
312 nm junto con un pequeño agitador en la parte inferior de la cubeta. Para 
maximizar la exposición a la radiación, se cubrió la cubeta con un recipiente 
troncocónico de acero inoxidable que actuó como reflector. La polimerización se llevó 
a cabo durante 15 min bajo estas condiciones. Al finalizar, el polímero obtenido se 
lavó tres veces con DMSO y tres veces con ACN, realizando centrifugaciones entre 
cada lavado. Posteriormente, se secó mediante una corriente de N2 hasta obtener un 
material seco. 

Como control experimental, se llevó a cabo un procedimiento paralelo sin incluir el 
sistema iniciador, con el objetivo de confirmar que la polimerización no ocurriera de 
forma espontánea. Este control es crucial, dado que algunos monómeros pueden 
polimerizar de manera no controlada bajo irradiación UV. 

3.8.4. Polimerización mediante ECL 

Diseño del sistema 

El sistema experimental para la polimerización mediante ECL se diseñó utilizando 
partículas funcionalizadas con un generador de ECL seleccionado para emitir en la 
región amarillo-naranja del espectro visible. Al aplicar un potencial a un electrodo en 
un medio orgánico que contenía un correactante específico, se esperaba que estas 
partículas emitieran ECL en la longitud de onda deseada. 

Para aprovechar esta emisión lumínica, el diseño incorporó un catalizador con 
capacidad de absorber luz en dicha región espectral y generar radicales a partir del 
iniciador de polimerización. Estos radicales debían activar la formación de especies 
radicalarias en los monómeros cercanos, desencadenando la polimerización.  

El objetivo principal de este diseño era lograr que la reacción de polimerización se 
limitara a las inmediaciones de las partículas emisoras de ECL. Esto permitiría la 
formación controlada y precisa de una delgada capa polimérica alrededor de cada 
partícula, asegurando tanto la uniformidad como la funcionalidad del polímero 
resultante.  
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Síntesis de partículas magnéticas de Fe3O4 

Para la síntesis de partículas de óxido de hierro (Fe3O4), se preparó una disolución de 
cloruro de hierro (III) (FeCl3) en concentración de 1 mol L⁻1 en 50 mL de agua tipo I. 
Paralelamente, se preparó una segunda disolución de cloruro de hierro (II)  (FeCl2) a 
2 mol L⁻1 en 10 mL de agua, que contenía HCl en una concentración de 2 mol L⁻1. 
Ambas disoluciones se mezclaron cuidadosamente y se añadieron gota a gota a una 
disolución de NH4OH a 0.7 mol L⁻1 en 500 mL de agua destilada. La reacción se llevó 
a cabo a temperatura ambiente en atmósfera inerte, con agitación continua durante 
30 min. 

Al finalizar la reacción, las partículas de Fe3O4 se separaron del medio de reacción 
mediante un imán de neodimio. Posteriormente, se realizaron varios ciclos de lavado 
con agua destilada hasta que el pH del sobrenadante alcanzó valores neutros. Como 
resultado, se obtuvo una concentración final de partículas de 415 mg mL⁻1. 

Síntesis del correactante oxalato de tetrabutilamonio (TBA2C2O4) 

Se preparó una mezcla de 22.66 mL (22.2 mmol) de hidróxido de tetrabutilamonio y 
1 g (11.1 mmol) de oxalato de cesio en 8 mL de MeOH. El intercambio iónico tuvo 
lugar a temperatura ambiente durante 2 h. Tras completar la reacción, el crudo se 
rotaevaporó, observándose al menos dos productos diferenciados, un aceite amarillo 
y un sólido blanco. El aceite se disolvió en ACN y se centrifugó para eliminar el sólido 
blanco precipitado. Posteriormente, el aceite purificado se rotaevaporó nuevamente y 
se dejó en un desecador de vacío durante 72 h para garantizar su completa desecación 
y obtención del producto final. 

Evaluación de potenciales generadores de ECL en medio orgánico 

Para la evaluación de los potenciales generadores de ECL en medio orgánico, las 
muestras se desoxigenaron previamente durante 30 min con Ar. Este procedimiento 
se realizó con un volumen de 1 mL para garantizar el llenado completo de la celda de 
ECL. 

El sistema de ECL utilizado (Figura 67) consistió en una celda óptica de fabricación 
propia equipada con canales de entrada y salida, que permitieron el flujo continuo de 
la muestra hacia y desde la superficie del electrodo de carbono serigrafiado ubicado 
dentro de la celda. Para este análisis, se empleó un electrodo Metrohm DRP-110-U75, 
el cual se conectó a un potenciostato PGZ 402 Dynamic EIS VoltaLab. 

La celda óptica estaba diseñada con una ventana que se acopló a una fibra óptica 
Lumatec de núcleo líquido (2α = 72º, 3000 µm, 1 m). El extremo distal de la fibra fue 
conectado al adaptador de fibra óptica del espectrofluorímetro Horiba Fluoromax-
4TCSPC. Para la captura de la señal, las rendijas del espectrofluorímetro se ajustaron 
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a una apertura de 29 nm, optimizando así la medida de la emisión lumínica generada 
durante los procesos electroquímicos. 

 
Figura 67. Imagen del sistema ECL utilizado. 

 
QDs inmovilizados sobre electrodos de carbono serigrafiado (SPCE) 
Inicialmente, se realizó un voltamperograma cíclico con el sistema descrito más 
arriba, utilizando una mezcla de ACN (0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70/30). El rango 
de potencial aplicado fue de −1.5 a 0 V, tanto en presencia como en ausencia de O2, 
para evaluar la respuesta electroquímica del sistema. 

Los electrodos funcionalizados con QDs, preparados según se detalla más adelante, 
se integraron en la celda del sistema ECL. Estos electrodos se sumergieron en una 
disolución compuesta por 1.4 mL de ACN (0.1 mol L⁻1 TBAPF6), 0.6 mL de DMSO 
y una concentración específica del correactante La emisión de ECL se midió a 
590 nm, aplicando un barrido de potencial entre 0 y 1.4 V a una velocidad de 
50 mV s⁻1. Antes de la medida, la mezcla se purgó con Ar durante 30 min en un vial 
de 5 mL sellado con un septum. 

• Inmovilización covalente de QDs sobre SPCE 

La inmovilización de QDs sobre el SPCE se realizó utilizando 
4- nitrobenzenodiazonio como agente de acoplamiento. Para ello, se disolvieron 
10.6 μmol de tetrafluoroborato de 4-nitrobenzenodiazonio en 5 mL de una disolución 
de TBAPF6 (0.1 mol L⁻1) en ACN anhidro. El electrodo se sumergió en esta 
disolución, sometiéndolo a dos ciclos de voltamperometría cíclica en un rango de 
potencial de 0.6 a −0.6 V, con una velocidad de barrido de 200 mV s⁻1. Tras el proceso, 
el electrodo se enjuagó sucesivamente en ACN y agua. Dado que el 
4-nitrobenzendiazonio es altamente inestable, su manipulación se realizó bajo una 
corriente positiva de argón, añadiendo el disolvente directamente al vial para alcanzar 
la concentración requerida. 
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En la siguiente etapa se preparó una disolución madre de QDs a una concentración de 
2 mg mL⁻1 en una disolución tampón de ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico (MES, 
10 mmol L⁻1, pH 6). Sobre la superficie del electrodo se depositaron 5 µL de esta 
disolución madre junto con 5.5 µL de una disolución de EDC (40 mmol L⁻1 en MES), 
ajustando los volúmenes según las necesidades experimentales, pero respetando un 
máximo de 15 µL para evitar el desbordamiento del electrodo de trabajo. En otros 
ensayos, se utilizaron 9.5 µL de la misma disolución madre de QDs y 9.5 µL de una 
disolución más concentrada (100 mg mL⁻1). La reacción de acoplamiento se llevó a 
cabo durante 2 h a temperatura ambiente, protegiendo el electrodo con un tubo 
Eppendorf para evitar la evaporación del disolvente. A continuación, el electrodo 
funcionalizado se lavó sumergiéndolo en tampón MES durante 10 min, con agitación 
constante para eliminar restos de reactivos no acoplados. 

Finalmente, la señal ECL del electrodo funcionalizado se evaluó bajo condiciones 
previamente descritas en este apartado. En un ensayo se utilizó H2O2 como 
correactante (10 mmol L⁻1), empleando un volumen de 1.6 µL. En otro experimento, 
se inmovilizaron 9.5 µL de otra disolución madre de QDs más diluida (580 µg mL⁻1) 
y se utilizó TPA (30 mmol L⁻1) como correactante.  

• Inmovilización de QDs sobre partículas magnéticas 

Para este proceso, las cisteínas de los QDs se intercambiaron por ácido 
mercaptopropiónico. De acuerdo con el protocolo descrito más arriba (modificado 
para alcanzar una concentración de QDs de aproximadamente 6.24 mmol L⁻1), se 
añadieron 256 µL de una disolución madre de QDs de 2 mg mL⁻1 funcionalizados con 
ácido mercaptopropiónico, junto con 25 µL de EDC y 47 µL de sulfo-NHS, en 672 µL 
de MES y con 4 mg de partículas magnéticas Dynabeads de 3 µm de diámetro. La 
reacción se llevó a cabo durante 18 h a temperatura ambiente, bajo agitación constante 
a 1000 rpm. Finalmente, las partículas se lavaron tres veces con 500 µL de MES a pH 
6. Las condiciones de medida fueron las mismas descritas anteriormente, utilizando 
TPA como correactante; sin embargo, en esta ocasión, se colocó un imán bajo la celda 
del sistema ECL para concentrar las partículas magnéticas en la superficie del 
electrodo de trabajo. 

Complejos de rutenio(II) 
Complejo [Ru(bpy)3]Cl2 

• Con oxalato como correactante. Se preparó una disolución de [Ru(bpy)3]Cl2 
1 mmol L⁻1 en tampón fosfato (PB) a pH 6.2, empleando oxalato 30 mmol L⁻1 
como correactante. La señal se midió en un SPCE, aplicando un barrido de 
potencial entre 0 y 1.5 V a 50 mV s⁻1 y registrando la emisión a 620 nm. 
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• Con QDs inmovilizados como correactante. Se usó la misma concentración de 
[Ru(bpy)3]Cl2 en PB a pH 6.2. Se evaluó la señal ECL en tres condiciones: (1) 
en el SPCE modificado con grupos amino covalentemente enlazados a QDs 
funcionalizados con cisteínas, (2) en el SPCE modificado solo con grupos 
amino y (3) en el SPCE sin modificar. Para cada medida, se aplicó un barrido 
de 0 a 1.4 V a 50 mV s⁻1.  

Complejo RD3 

• En disolución. Se preparó una disolución de 1 mmol L⁻1 de RD3 en ACN 
(0.1 mol L⁻1 de TBAPF6), usando oxalato a 30 mmol L⁻1 como correactante. 
La señal de ECL se midió en un SPCE con el complejo tanto en disolución 
como adsorbido al 14% (p/p) en sílice pirogénica, aplicando un barrido de 0 
a 1.4 V a 50 mV s⁻1 y recogiendo la emisión a 600 nm. 

• Adsorbido en mNBs recubiertas de sílice (mNBs@SiO2). Se añadieron 80 mL 
de MeOH, 20 mL de agua y 2.5 mL de NH4OH al 28% a 1 g de fluido 
magnético de Fe3O4 (10 mg mL⁻1 en agua). La mezcla se sometió a 
ultrasonidos durante 5 min, y tras 1 h de reacción, se añadieron 250 µL de una 
disolución de 500 mg mL⁻1 del complejo RD3. La mezcla se agitó a 400 rpm 
hasta completar las 2 h de reacción. Las condiciones de medida fueron las 
mismas que para el RD3 en disolución. 

[Ru(phen)3]Cl2 (RP3) 

• En disolución 

Para hacer soluble el RP3 en una mezcla ACN/DMSO (70/30) es necesario 
realizar previamente un intercambio iónico. Para ello, se disolvió el complejo en 
un pequeño volumen de agua a 30 °C y se añadió, gota a gota, una disolución 
saturada de hexafluorofosfato de amonio bajo agitación magnética, hasta 
observar un precipitado rojizo y sobrenadante incoloro. Tras dejar la suspensión 
unos 10 min en frío para promover la precipitación, se filtró y se lavó con 
abundante agua, eliminando los restos de agua en una estufa de vacío (Heraeus).  

Las medidas de ECL se realizaron aplicando un barrido de potencial de 0 a 1.4 V 
a una velocidad de 100 mV s⁻1, utilizando una disolución de 0.5 mmol L⁻1 de RP3 
en una mezcla ACN (0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70/30), y 30 mmol L⁻1 de 
TPA como correactante. En otros ensayos también se usaron 18 mmol L⁻1 de 
TBA2C2O4 como correactante, evaluando distintas regiones de potencial: 
0 – 1.45 V, 0 – 1.6 V y 0 – 2 V, con controles adicionales sin correactante 
(0 – 2 V y −1.6 – 2 V). 
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• Adsorbido en mNBs recubiertas de sílice (mNBs@SiO2) 

Procedimiento A 

Se preparó una mezcla inicial añadiendo 160 mL de EtOH absoluto, 40 mL de 
agua y 5 mL de NH4OH al 28% a 2 g de fluido magnético de Fe3O4 (20 mg mL⁻1 

en agua). En los lotes 1, 3 y 4, la mezcla fue sometida a ultrasonidos durante 
5 min, mientras que en el lote 2 no se realizó este paso. Posteriormente se 
incorporaron 500 µL de una disolución acuosa de RP3 a 2 mg mL⁻1 en los lotes 
1, 2 y 3. Sin embargo, en el lote 4, se añadieron 500 µL de una disolución acuosa 
de 1 mg mL⁻1 de RP3. La secuencia de adición del complejo varió entre lotes: en 
los lotes 1 y 4 se añadió después de 1 h, mientras que en los lotes 2 y 3 se 
incorporó junto con el resto de los reactivos. A continuación, se agregó 1.0 g de 
TEOS de manera gradual bajo ultrasonidos. La reacción se mantuvo a 
temperatura ambiente durante 2 h con agitación mecánica a 400 rpm. Las 
concentraciones finales obtenidas fueron 1.7 mg mL⁻1 para el lote 1, 2.2 mg mL⁻1 

para el lote 2 y 0.8 mg mL⁻1 para el lote 3. Las medidas de ECL se llevaron a 
cabo aplicando un barrido de 0 a 1.4 V a 100 mV s⁻1 en una mezcla ACN (0.1 
mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70/30) con TPA a 30 mmol L⁻1 como correactante. 

A modo de resumen, la Tabla 17 muestra las condiciones de reacción y las 
concentraciones finales correspondientes a los lotes de partículas previamente 
descritos. 

Tabla 17. Condiciones experimentales y concentraciones finales obtenidas para cada uno de los 
lotes de partículas sintetizados. 

 Ultrasonidos 
a t = 0 

Momento de la 
adición de RP3 

Disolución madre 
de RP3 añadida 

(V = 500 µL) 

Cfinal de 
partículas 
(mg mL‒1) 

Lote 1 X t = 1 h 2 mg mL‒1 1.7 
Lote 2 ------ t = 0 2 mg mL‒1 2.2 
Lote 3 X t = 0 2 mg mL‒1 0.8 
Lote 4 X t = 1 h 1 mg mL‒1 ------- 

 
Procedimiento B 

Se mezclaron 200 µL de fluido magnético de Fe3O4 (5 mg mL⁻1) con 1.3 g de 
Triton X-100 y 20 mL de ciclohexano, aplicando ultrasonidos durante 5 min. A 
continuación, se añadieron 140 µL de NH4OH al 28% y, bajo ultrasonidos, se 
adicionaron 80 µL de TEOS. La mezcla se agitó durante 16 h. Tras finalizar este 
periodo, las partículas magnéticas se lavaron tres veces con EtOH, utilizando un 
imán para separarlas en cada lavado, y se resuspendieron en 10 mL de EtOH. 

Seguidamente, se preparó una disolución de 2 mg de RP3 en 10 mL de 
EtOH/2-propanol (1:9 v/v) y se combinó con la suspensión etanólica obtenida 
previamente. La mezcla resultante se mantuvo a reflujo durante toda la noche 
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bajo agitación constante. Al día siguiente, se lavó tres veces con 
EtOH/2-propanol (1:9 v/v) y se resuspendieron en 10 mL de EtOH.  

Para formar una segunda capa de sílice, se añadieron 2 mL de EtOH, 20 µL de 
TEOS, 15 µL de NH4OH al 28%, 10 µL de agua y la suspensión obtenida en un 
vial de 24 mL. La reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 10 h 
bajo agitación constante.  

Finalmente, las medidas de ECL se realizaron utilizando el mismo procedimiento 
descrito en el procedimiento A. 

Complejo RP2PSi 

La síntesis detallada de este complejo se encuentra en la sección experimental del 
capítulo 4. Para obtener una cantidad suficiente de partículas recubiertas de sílice para 
los ensayos posteriores, se siguió el primer paso del procedimiento B, repitiendo este 
ocho veces en paralelo. 

De uno de estos lotes, se tomaron aproximadamente 200 µg de partículas de 
mNBs@SiO2 y se suspendieron en 10 mL de etanol anhidro. Estas partículas se 
sometieron a ultrasonidos durante 5 min junto con 4 mg del complejo RP2PSi, 
previamente disuelto en otros 10 mL de etanol anhidro. La mezcla se desoxigenó 
mediante una purga de Ar durante 10 min y luego se mantuvo a reflujo durante toda 
la noche, con una agitación de 600 rpm. Al día siguiente, las partículas se lavaron tres 
veces con etanol, centrifugándolas a 11000 rpm durante 5 min entre cada lavado para, 
finalmente, suspenderlas en 10 mL de EtOH. 

Para crear una segunda capa de sílice sobre las partículas funcionalizadas con RP2PSi, 
se tomaron 5 mL de la suspensión preparada y se colocaron en un vial de 12 mL. A 
esta suspensión se le añadieron 10 µL de TEOS disueltos en 1 mL de etanol absoluto, 
7.5 µL de NH4OH al 28%, y 5 µL de agua. La reacción se dejó transcurrir a 
temperatura ambiente durante 10 h bajo agitación mecánica a 400 rpm. Las partículas 
con la segunda capa siguieron el mismo protocolo de lavado descrito anteriormente, 
utilizando tres lavados con etanol y centrifugación en cada paso. 

Las medidas de ECL para las partículas con una y dos capas de sílice se realizaron 
bajo las mismas condiciones descritas para el procedimiento A en el apartado anterior. 

Estudio electroquímico de los componentes del sistema de polimerización 

Se realizó un estudio electroquímico de cada especie involucrada en el proceso de 
polimerización utilizando voltamperometría cíclica (CV). Los experimentos se 
realizaron en un rango de potencial de −1.0 a 1.5 V, con una velocidad de barrido de 
50 mV s⁻1. El estudio se efectuó en un vial de 3 mL empleando un sistema clásico de 
tres electrodos, compuesto por un electrodo de trabajo de carbono vítreo (GCE) con 
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un diámetro de 3 mm, un hilo de platino como contraelectrodo y un hilo de plata como 
electrodo de referencia.  

El medio electrolítico utilizado fue una mezcla de ACN (0.1 mmol L⁻1 de TBAPF6)‒
DMSO (70:30 v/v). Las especies estudiadas se prepararon a una concentración de 
5 mmol L⁻1. Este enfoque permitió obtener información detallada sobre el 
comportamiento redox de cada componente y evaluar su reactividad en el proceso de 
polimerización. 

Controles en la síntesis del polímero 

Para maximizar la conversión de dobles enlaces en radicales, se utilizó una relación 
molar de [monómeros]:[CP-I]:[DHMI] de 800:8:4, basada en estudios previos de 
fotopolimerización.215 La síntesis descrita no incluye las partículas con el generador 
de ECL. En la preparación del NIP, se mezclaron 7.7 µmol de EAMA con 8.2 µmol 
de MAM, seguidos de la adición de 74.2 µmol de EDMA en 1.5 mL de DMSO. 
Posteriormente, se incorporaron 3.5 mL de ACN (0.1 mol L⁻1 TBAPF6). Con un total 
de 90.1 µmol de monómeros, se añadieron 0.9 µmol de CP-I y 0.45 µmol de DHMI, 
junto con TBA2C2O4 como correactante a una concentración final de 13 mmol L⁻1. 
Antes de iniciar la polimerización, la mezcla se desoxigenó con Ar durante 25 min. 

Control de electropolimerización. Para descartar la posibilidad de que ocurriera una 
electropolimerización en ausencia de las partículas con RP3 adsorbido, se aplicó un 
barrido de potencial entre 0 y 1.5 V, con una velocidad de barrido de 50 mV s⁻1 durante 
8 ciclos. Este ensayo se llevó a cabo utilizando la mezcla previamente descrita, un 
electrodo de trabajo GCE, un contraelectrodo de platino y un electrodo de referencia 
de plata. 

Control de fotopolimerización. Para confirmar que el sistema de polimerización 
podía activarse mediante la ECL generada por el RP3 en condiciones óptimas, se 
simuló una señal ECL elevada empleando un láser rojo de 642 nm. La mezcla de 
prepolimerización, junto con el correactante, se introdujo en una cubeta de 
fluorescencia de sílice fundida y, bajo agitación magnética, se irradió durante 8 min, 
simulando el tiempo total de los ciclos de corriente aplicados. Este control se repitió 
añadiendo un 5% extra de CP-I y DHMI para garantizar que la relación 
[CP-I]:[DHMI] fuera adecuada para activar la fotopolimerización. 

Los polímeros resultantes de estos controles se analizaron mediante microscopía 
electrónica de transmisión (TEM) para evaluar su estructura y confirmar la presencia 
o ausencia de polímero en las condiciones específicas de cada experimento. 
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3.8.5. Caracterización por TEM 

Todas las partículas y polímeros sintetizados en este apartado se analizaron mediante 
un microscopio de transmisión electrónica (TEM) JEOL JEM 2100HT que trabaja a 
200 kV (Centro Nacional de Microscopía Electrónica UCM). 

3.8.6. Caracterización espectroscópica y por SPT 

La caracterización espectroscópica se llevó a cabo utilizando principalmente dos 
espectrofluorímetros. El primero, un Fluoromax-4TCSPC de Horiba, equipado con un 
fotomultiplicador R928 sensible al rojo y una lámpara de xenón de 150 W. Las 
longitudes de onda de excitación y emisión variaron según el compuesto analizado, 
encontrándose generalmente en torno a 450 nm para excitación y 600 nm para 
emisión. Este fluorímetro se empleó principalmente para registrar los espectros de 
emisión de las moléculas estudiadas. Además, permitió realizar medidas de ECL al 
operar con la lámpara apagada y acoplar el sistema de espejos dirigidos hacia el 
detector Horiba para medida con fibra óptica, conectado al extremo distal de la fibra 
óptica proveniente de la celda electroquímica, para recoger y cuantificar la señal ECL 
transmitida.  

El segundo espectrofluorímetro utilizado fue un Varian Cary Eclipse, equipado con 
una lámpara de xenón pulsada de 75 W, utilizado principalmente para medir la 
fosforescencia de los QDs, empleando una longitud de onda de excitación de 290 nm. 

Las medidas del tiempo de vida de emisión se llevaron a cabo mediante técnicas de 
cronometraje de fotón único (SPT), utilizando el espectrómetro Edinburgh 
Instruments FLS980-Xd2-T. Para la excitación se utilizó un láser de diodo Horiba 
470LH (463 nm, con un ancho de pulso inferior a 1 ns) y un filtro de interferencia de 
paso de banda centrado en 467 nm. La ruta de emisión estaba equipada con un 
monocromador doble de máxima transmisión a 500 nm, y la señal fue detectada con 
un fotomultiplicador Hamamatsu R928P refrigerado termoeléctricamente a −19 ºC. 

 
3.9. Resultados y discusión 

3.9.1. Descripción de los sistemas 

En el diseño desarrollado para la fotopolimerización se usaron QDs capaces de 
experimentar excitación a 312 nm y emitir a 590 nm, activando así el sistema de MB 
y TEA como co-iniciador. Este enfoque se fundamentó en investigaciones previas que 
demostraron la eficacia de la combinación de MB y TEA para iniciar procesos de 
polimerización bajo iluminación específica, permitiendo la generación controlada de 
radicales.214  

La luz emitida por los QDs activa el MB (Figura 68), que, en presencia de TEA, 
genera los radicales necesarios para iniciar la polimerización de los monómeros. Este 
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proceso permite la formación de finas capas de polímero alrededor de los QDs, 
restringiendo la polimerización a la región cercana a las partículas emisoras.  

 
Figura 68. Espectro de emisión de los QDs Mn-ZnS (línea naranja) y espectro de absorción del MB (en 
azul) en ACN. 

 
La novedad de este trabajo reside en la síntesis de un polímero selectivo diseñado para 
el análisis de AOH, utilizando este método de fotopolimerización controlada. 

En cuanto a la polimerización mediada por ECL, se plantearon dos retos principales, 
primero, identificar un sistema iniciador que pudiera absorber a la longitud de onda 
emitida por las partículas ECL y, a su vez, activar de manera eficiente el sistema de 
polimerización; segundo, garantizar que las partículas generaran una señal ECL 
suficientemente intensa para activar el sistema.  

Para superar estos desafíos, se seleccionó un sistema de polimerización mediado por 
complejación reversible (RCMP), utilizando DHMI como catalizador y CP-I como 
iniciador, siguiendo el modelo descrito en trabajos previos.215 Este sistema se ha 
demostrado capaz de alcanzar altos porcentajes de conversión de monómeros. Con 
este sistema, el DHMI forma un complejo con el CP-I, permitiendo que el enlace C– I 
se rompa bajo una radiación específica y genere radicales para iniciar la 
polimerización. Este proceso parece adecuado para el diseño experimental, ya que las 
partículas de ECL emiten luz a 600 nm, activando el DHMI sin necesidad de calor. 
Además, el sistema proporciona control espacial al restringir la reacción a las regiones 
cercanas a las partículas emisoras. 

Aunque los estudios previos utilizaron principalmente metacrilatos como monómeros, 
el uso de metacrilamidas en este trabajo es comparable. Esto sugiere que el sistema 
RCMP podría facilitar la obtención de polímeros bien definidos, controlando el 
proceso de polimerización mediante estímulos de luz electrogenerada. Ambos tipos 
de monómeros permiten la formación de radicales relativamente estables, necesarios 
para controlar la propagación radicalaria. Estos radicales son suficientemente 
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reactivos para funcionar en sistemas mediadores de complejación reversible, como el 
RCMP, lo que sugiere que el comportamiento del sistema de polimerización debería 
ser similar al ya descrito. 

3.9.2. Elección y síntesis de los generadores de ECL 

QDs de ZnS dopados con Mn(II) 

Para el desarrollo de este proyecto, se seleccionaron los QDs de sulfuro de zinc 
dopados con manganeso(II), debido a sus múltiples ventajas.216 En primer lugar, estos 
QDs destacan por su baja toxicidad, lo que los convierte en una opción ideal para 
aplicaciones en sistemas biológicos y sensores. Además, poseen propiedades 
fosforescentes, lo que reduce el ruido de fondo y mejora la selectividad de la señal, 
favoreciendo una detección más sensible. Estos QDs también exhiben una alta 
resistencia a perturbaciones térmicas, químicas y fotoquímicas, lo que garantiza su 
estabilidad en diversas condiciones experimentales. Asimismo, su ECL ha sido 
estudiada previamente,196 lo que respalda su aplicación en este tipo de sistemas.  

Para la síntesis de estos QDs, se utilizó cloruro de zinc y sulfuro de sodio con el fin 
de formar la estructura cristalina de sulfuro de zinc, mientras que el cloruro de 
manganeso se empleó como fuente del dopante. El procedimiento descrito incorporó 
un 3% de manganeso (relación atómica Mn:Zn) en la mezcla de precursores. 
Finalmente, se añadió cisteína para mejorar la resuspensión de las partículas en 
medios acuosos, facilitando su manipulación y posterior aplicación en los ensayos 
experimentales. 

Complejos de rutenio(II) 

Los complejos de rutenio(II) se conocen muy bien por sus significativos rendimientos 
cuánticos de emisión, sus tiempos de vida en estado excitado próximos al 
microsegundo y su notable capacidad para generar ECL. Estas propiedades los 
convierten en compuestos muy apreciados para una amplia gama de aplicaciones, 
incluidas las bioaplicaciones basadas en ECL.  

Entre los complejos más utilizados se encuentra el [Ru(bpy)3]Cl2, que destaca por su 
buena solubilidad en agua, facilitando su integración en sistemas acuosos. No 
obstante, no es el que presenta las mejores propiedades luminiscentes. Por ejemplo, el 
complejo similar con 1,10-fenantrolina ofrece un mayor rendimiento cuántico de 
emisión, lo cual puede ser ventajoso en ciertas aplicaciones.  

3.9.3. Estudio de la ECL 

Para validar el correcto funcionamiento del sistema ECL empleado, se realizó una 
medida inicial utilizando [Ru(bpy)3]Cl2 en disolución acuosa con oxalato como 
correactante. La señal de ECL se observó satisfactoriamente durante el primer ciclo, 
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aunque en el segundo ciclo se observó una ligera disminución de intensidad. Tras 
confirmar que el sistema operaba correctamente en medio acuoso, se procedió a 
adaptarlo a un medio orgánico. Este cambio implicó la necesidad de desoxigenar la 
disolución, ya que los disolventes orgánicos disuelven ca. 10 veces más O2 
atmosférico que el agua. La alta concentración de O2 representa un desafío, dado que 
este gas actúa como un potente desactivador de los estados excitados responsables de 
la emisión de luz. 

Tal y como se explicó en la introducción de este capítulo, los complejos de rutenio(II) 
generan especies excitadas mediante transferencia de electrones en los procesos de 
ECL. Sin embargo, el O2 disuelto puede capturar fácilmente estos electrones, 
formando especies reactivas de oxígeno que disipan la energía de los estados 
excitados sin producir emisión lumínica. Este fenómeno disminuye la eficiencia del 
proceso de ECL y reduce significativamente la intensidad de la señal. Por ello, la 
desoxigenación del medio es fundamental para evitar este efecto, permitiendo que los 
estados excitados regresen a su estado fundamental con la consecuente emisión de 
luz, optimizando así la señal ECL obtenida. 

Para evaluar la señal de fondo, se registró la corriente entre 0 y −1.5 V en presencia y 
ausencia de O2. Como se muestra en el voltamperograma cíclico de la Figura 69, la 
eliminación del oxígeno condujo a una señal mucho más limpia y libre de 
interferencias. Esta mejora considerablemente la detección de la señal ECL. 

 
Figura 69. Voltamperograma cíclico de una disolución de ACN (0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70/30) 
obtenido entre 0 y −1.5 V en presencia (línea roja) y ausencia (línea azul) de O2, con una velocidad de 
barrido de 50 mV s⁻1. 

 
Evaluación de los QDs como generadores de ECL 

En un primer intento, se evaluó la emisión de ECL de los QDs inmovilizados mediante 
dropcasting sobre SPCE. Sin embargo, esta estrategia resultó ineficiente debido a la 
fácil desorción de los QDs al aplicar un potencial. Para mejorar la adherencia de los 
QDs al SPCE, se optó por un procedimiento de electrografting utilizando 
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4-nitrobenzenodiazonio. La reducción electroquímica del grupo diazonio mediante un 
potencial ligeramente negativo genera un radical arilo reactivo (Figura 70, izquierda), 
que forma enlaces covalentes con la superficie del electrodo, modificándolo con 
grupos 4-nitrofenilo. Posteriormente, los grupos nitro se reducen electroquímicamente 
a grupos amino (Figura 70, derecha), lo que permite la inmovilización de los QDs 
funcionalizados con grupos cisteína mediante un activador de ácidos. 

En los experimentos iniciales, ninguna concentración de QDs generó una señal de 
ECL significativa usando H2O2 como correactante. Además, a concentraciones 
elevadas, se observó la decantación del exceso de QDs durante el primer ciclo. En 
cambio, con TPA como correactante, una concentración más baja de QDs 
inmovilizados logró generar una señal de ECL, coincidiendo con el pico de oxidación 
observado aproximadamente a 1.2 V en el voltamperograma cíclico (Figura 71, 
izquierda). No obstante, la intensidad de la ECL disminuyó progresivamente con cada 
ciclo (Figura 71, derecha), lo que podría atribuirse a la pasivación del electrodo. En 
otras concentraciones ensayadas, no se logró reproducir esta señal.  

 
Figura 70. Funcionalización del SPCE mediante ciclovoltamperometría: electrografting de 
4-nitrobenzenodiazonio en la superficie del electrodo (izquierda), y electroreducción del grupo nitro a 
grupo amino, permitiendo la inmovilización de los QDs (derecha). 

 
Figura 71. Voltamperograma de los QDs funcionalizados en una disolución de ACN (0.1 mol L⁻1 
TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v) con 30 mmol L⁻1 de TPA (izquierda), y señal ECL emitida por los QDs 
unidos al electrodo a 590 nm durante 10 barridos de potencial de 0 a 1.4 V (derecha) en una disolución 
libre de O2. A la derecha, se muestra también una imagen del electrodo con los QDs inmovilizados. 
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Debido a la limitada estabilidad de los QDs sobre el SPCE, se optó por inmovilizarlos 
en partículas magnéticas. Este enfoque buscaba aumentar la densidad de QDs 
cercanos al electrodo y minimizar su desorción durante los ciclos electroquímicos. 
Para mejorar la unión entre las partículas magnéticas aminadas comerciales y los QDs, 
se reemplazaron los grupos cisteína por ácido mercaptopropiónico, eliminando así la 
competencia entre los grupos amino de las cisteínas y las partículas magnéticas. Este 
procedimiento fue exitoso, ya que, tras varios lavados con retención por un imán de 
neodimio, se confirmó la presencia de QDs mediante su emisión naranja característica 
al ser excitados con luz UV a 312 nm (Figura 72A). Además, las partículas 
magnéticas pudieron posicionarse eficazmente sobre el electrodo de trabajo gracias al 
uso del imán (Figura 72B).  

Sin embargo, este sistema tampoco generó una señal de ECL detectable, posiblemente 
debido a que las partículas magnéticas, al ser de mayor tamaño, absorbían la emisión 
lumínica de los QDs. 

 
Figura 72. QDs inmovilizados sobre partículas magnéticas aminadas Dynabeads. A) Bajo iluminación 
con luz ambiente, bajo luz UV (312 nm) y bajo luz UV con atracción por un imán. B) Celda de ECL con 
Dynabeads−QDs dispuestos sobre el electrodo de trabajo con la ayuda de un imán. 
 
Finalmente, se evaluó el comportamiento de los QDs inmovilizados en el SPCE como 
correactantes en un medio acuoso. Para ello, se utilizó [Ru(bpy)3]Cl2 como 
luminóforo y un medio similar al empleado en las pruebas iniciales de este complejo 
en disolución. Como controles, se incluyeron un SPCE modificado con grupos amino 
y un SPCE sin modificar. En todos los casos se generó señal de ECL, con intensidades 
ordenadas de menor a mayor: SPCE sin modificar, SPCE modificado con QDs y 
SPCE modificado con grupos amino (Figura 73). Este aumento en la señal ECL se 
correlaciona cualitativamente con la cantidad de grupos amino libres en la superficie 
del electrodo, lo que sugiere que los grupos amino, y no los QDs, actúan como 
verdaderos correactantes en este sistema. 
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Figura 73. ECL de 1 mmol L⁻1 [Ru(bpy)3]Cl2 en tampón fosfato (pH 6.2) tras aplicar 4 barridos de 
potencial (0 − 1.4 V; velocidad de barrido: 50 mV s⁻1) en diferentes electrodos: sin modificar (línea azul), 
modificados con grupos amino e inmovilización de QDs (línea naranja) y modificados solo con grupos 
amino (línea verde). 

 
Evaluación de los complejos de rutenio(II) como generadores de ECL 

Para comparar la intensidad de la emisión de ECL entre el RD3 y el complejo 
[Ru(bpy)3]Cl2 en disolución, se emplearon 30 mmol L⁻1 de oxalato en ACN (con 
0.1 mol L⁻1 de TBAPF6). Los resultados mostraron que la señal ECL del RD3 era 
significativamente más débil que la del [Ru(bpy)3]Cl2 (Figura 74), probablemente por 
el menor tiempo de vida del estado excitado del primero respecto al segundo, en ACN 
equilibrado al aire. Posteriormente, se intentó adsorber RD3 en partículas de sílice con 
núcleo magnético; sin embargo, este procedimiento no tuvo éxito, ya que no se 
evidenció la incorporación del complejo en la capa de sílice, lo que resultó en una 
ausencia completa de señal ECL. 

 
Figura 74. ECL de 1 mmol L⁻1 RD3 (línea morada), y de partículas de sílice pirogénica con 14% de 
RD3 adsorbido (línea gris). En ambos casos, se utilizaron 30 mmol L⁻1 de oxalato en disolución y se 
realizaron 3 barridos de potencial (0 − 1.4 V; velocidad de barrido: 50 mV s⁻1) en ACN (con 0.1 mol L⁻1 
TBAPF6). 
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El siguiente complejo investigado fue el RP3, con una concentración de 0.5 mmol L⁻1. 
Se utilizó una mezcla de ACN (0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70/30) y se midió la 
señal de ECL en presencia y ausencia de O2. Los resultados mostraron una 
desactivación (quenching) completa de la ECL en condiciones aeróbicas, mientras 
que, en condiciones anaeróbicas, la señal de ECL fue destacable (Figura 75, derecha). 

 
Figura 75. Voltamperograma cíclico de 0.5 mmol L⁻1 [Ru(phen)3](PF6)2 en ACN (0.1 mol L⁻1 
TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v) y 30 mmol L⁻1 de TPA como correactante, en aire (línea gris) y bajo Ar 
(línea negra) (izquierda). Señal de ECL a 588 nm de [Ru(phen)3](PF6)2 en aire (línea gris) y bajo Ar 
(línea negra) tras 9 barridos de potencial de 0 a 1.4 V (derecha). 

Una vez comprobada la emisión de ECL del RP3 en disolución y en condiciones 
anaeróbicas, se analizaron partículas de los lotes 2 y 3 (ver sección 3.8.4). Las 
diferencias entre estos lotes radicaban en el tratamiento de los núcleos magnéticos: 
los del lote 2 no fueron sometidos a ultrasonidos antes de la adición de la capa sol-gel, 
mientras que los del lote 3 sí lo fueron. Los CVs del RP3 en disolución y las partículas 
del lote 3 mostraron perfiles similares, mientras que las del lote 2 exhibieron un 
comportamiento electroquímico diferente (Figura 76, izquierda). Respecto a la ECL, 
solo las partículas del lote 3 generaron una señal, aunque fue significativamente más 
débil que la obtenida en disolución (Figura 76, derecha). Además, la intensidad de la 
señal disminuyó con el número de ciclos, y un ensayo repetido con el lote 3 no logró 
reproducir la señal de ECL. En los lotes 1 y 4 no se detectó emisión ECL en ninguna 
de las medidas. 

Se continuó con el análisis de las partículas fabricadas mediante el procedimiento B. 
En la primera medida se distinguió una señal de ECL (Figura 77A, derecha), mientras 
que en la segunda medida de la misma muestra (Figura 77B, derecha) esta señal 
desapareció, lo que sugiere una posible desorción del RP3 al aplicar el barrido de 
potencial. 
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Figura 76. Voltamperogramas cíclicos de [Ru(phen)3](PF6)2 en disolución, adsorbido en mNBs 
sonicadas (línea naranja, corresponde al lote 3) y sin tratar con ultrasonidos (línea verde, corresponde al 
lote 2) en ACN (0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v) y 30 mmol L⁻1 de TPA como correactante, 
bajo atmósfera de Ar (izquierda). Señal de ECL a 588 nm de [Ru(phen)3](PF6)2 en disolución, adsorbido 
en mNBs tratadas con ultrasonidos y sin tratar, en el mismo medio, tras 9 barridos de potencial en el 
rango de 0 a 1.4 V (derecha). 

 
Figura 77. Voltamperogramas cíclicos (izquierda) y sus señales de ECL correspondientes (derecha) de 
partículas funcionalizadas con RP3, obtenidas mediante el procedimiento B: A) primera medida y B) 
segunda réplica. Experimentos realizados en ACN (con 0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v) y 
30 mmol L⁻1 de TPA como correactante, bajo atmósfera de Ar tras 9 barridos de potencial en el rango de 
0 a 1.4 V. 
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Para abordar este problema, se evaluaron partículas en las que el complejo RP2PSi se 
inmovilizó covalentemente sobre sílice magnética con una y dos capas de sol-gel. La 
segunda capa se incorporó con el objetivo de prevenir la oxidación directa del RP2PSi. 
En las partículas con una sola capa de sol-gel, los CVs de las dos réplicas fueron 
similares (Figura 78A y 78B), mostrando señales de ECL comparables (Figura 78C). 
Sin embargo, en las partículas con dos capas de sol-gel, la señal ECL fue mucho más 
débil (Figura 78F). En ambos casos, se observó una distribución irregular de las 
partículas sobre el electrodo, incluso con la ayuda del imán (Figura 78D). Al repetir 
la inmovilización sobre otro electrodo, no se obtuvo señal ECL en ninguna de las 
muestras. 

 
Figura 78. A) y B) Voltamperogramas cíclicos (dos réplicas) de partículas con una capa de sol-gel, con 
sus señales de ECL correspondientes en C). D) Imagen de la celda electroquímica mostrando la 
distribución irregular de las partículas sobre el electrodo, incluso con la ayuda de un imán. E) 
Voltamperogramas cíclicos de partículas con dos capas de sol-gel y F) sus señales de ECL 
correspondientes, significativamente más débiles en comparación con las partículas con una sola capa. 
Los experimentos se realizaron en ACN (con 0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v) y 30 mmol L⁻1 
de TPA como correactante, bajo atmósfera de Ar, tras 9 barridos de potencial en el rango de 0 a 1.4 V. 
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Dado el objetivo principal del trabajo, se investigó la capacidad del TPA para iniciar 
la polimerización. Se confirmó que, al aplicar un potencial, los radicales generados 
por la amina terciaria del TPA podían iniciar la polimerización debido a su alta 
reactividad. Para evitar este efecto, se optó por utilizar oxalato como correactante, una 
molécula menos eficiente en la generación de radicales. Sin embargo, las sales de 
oxalato solubles en medios orgánicos adecuados son costosas y poco comunes, por lo 
que se sintetizó TBA2C2O4 a partir de ácido oxálico y TBAOH. 

El comportamiento del RP3 se estudió en disolución utilizando una mezcla de ACN 
(con 0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v), tanto en presencia como en ausencia 
de TBA2C2O4 como correactante, aplicando diferentes ventanas de potencial. Se 
emplearon concentraciones de 0.5 mmol L⁻1 de RP3 y 18 mmol L⁻1 de TBA2C2O4. En 
ausencia del correactante, se observó emisión de ECL en las ventanas de potencial 
que se extendían hasta 1.6 V y 2 V, siendo esta última la que generó la mayor 
intensidad de señal (Figura 79, derecha). En cambio, en presencia de TBA2C2O4, la 
señal de ECL solo apareció en las ventanas de potencial que alcanzaban 1.45 V y 2 V, 
mientras que no se detectó emisión alguna en la ventana de 1.6 V (Figura 79, 
izquierda). Es importante destacar que, en la ventana de 1.45 V, la señal ECL decayó 
progresivamente con cada ciclo de barrido, desapareciendo completamente tras el 
cuarto ciclo. Además, no se detectó emisión de ECL a 1.45 V en ausencia de 
correactante, lo que refuerza la relevancia de TBA2C2O4 en la generación de señal en 
este rango. 

 
Figura 79. Señales de ECL de 0.5 mmol L⁻1 RP3 en disolución en una mezcla de ACN (con 0.1 mol L⁻1 
TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v), en presencia (izquierda) y ausencia (derecha) de 18 mmol L⁻1 de 
TBA2C2O4, utilizando diferentes ventanas de potencial: hasta 1.45 V (línea gris), 1.60 V (línea roja) y 
2.00 V (línea negra). 
 
Estos resultados sugirieron que el mecanismo inicialmente propuesto, basado en la 
coexistencia de Ru(I), Ru(II) y Ru(III), no era el predominante. Esto se debe a que, en 
ausencia de correactante, no se esperaba la formación de Ru(I) a partir de Ru(II) 
únicamente mediante la aplicación de potenciales positivos. Dado el comportamiento 
observado, se consideró que el DMSO podría estar desempeñando un papel activo 
como correactante al oxidarse a sulfona bajo potenciales positivos. Para validar esta 
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hipótesis, se llevaron a cabo experimentos aplicando ventanas de potencial de 0 – 2 V 
y de −1.6 V – 2 V en la mezcla de disolventes y en ACN puro, ambas sin TBA2C2O4 
(Figura 80). Los resultados confirmaron que, efectivamente, la señal de ECL solo se 
generaba en la mezcla que contenía DMSO bajo la ventana de 0 – 2 V, mientras que 
en ACN puro la señal era mucho más débil o inexistente. Esto respalda la propuesta 
de que el DMSO actúa como correactante en estas condiciones específicas. 

 
Figura 80. Señales de ECL obtenidas en diferentes medios y ventanas de potencial para evaluar el papel 
del DMSO como correactante: 0 a 2 V (izquierda) y −1.6 a 2 V (derecha). Los experimentos realizados 
en una mezcla de ACN (con 0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v) (línea negra) y ACN puro (línea 
verde), ambas sin TBA2C2O4. 

 
3.9.4. Caracterización de los materiales 

QDs de ZnS dopados con Mn2+ 

La Figura 81 presenta la caracterización espectroscópica de los QDs. En la Figura 
81A, se observa una absorción continua en el UV, con un máximo débil alrededor de 
290 nm, característica de los QDs. Por otro lado, en la Figura 81B se muestra el 
espectro de luminiscencia del material, en el que se distinguen dos bandas: una 
correspondiente a los núcleos del sulfuro de zinc sin dopar, con una emisión máxima 
en 430 nm,217 y otra asociada al manganeso(II), a 590 nm. Con el objetivo de obtener 
una señal más limpia y sensible, se midió exclusivamente la fosforescencia de los 
QDs,216 como se observa en la Figura 81C. 

El sulfuro de zinc, un semiconductor ideal, al ser dopado con iones Mn2+ crea niveles 
de energía adicionales a la banda de valencia del semiconductor. Estos niveles 
resultantes del dopaje permiten que, tras la excitación de los nanocristales, la 
desactivación del estado excitado ocurra a través de los niveles de energía 
proporcionados por el dopante (Figura 81D). La emisión característica en el rango de 
590 nm, observada en los QDs, se debe a la transición desde el estado triplete al estado 
fundamental del Mn2+. Este proceso de transición de espín es responsable de los largos 
tiempos de luminiscencia, que alcanzan milisegundos, en estos QDs.216 
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En cuanto a la caracterización mediante microscopía electrónica de transmisión 
(TEM), la Figura 82 muestra que el tamaño de los QDs varía entre 1.5 y 3 nm. 
 

 
Figura 81. Caracterización espectroscópica de los QDs de ZnS dopados con Mn(II) en ACN. A) Espectro 
de absorción. B) Espectro de fluorescencia (incluye el de fosforescencia) excitando a 290 nm. C) 
Espectro de fosforescencia (λexc = 290 nm). D) Esquema de los niveles electrónicos del ZnS dopado con 
Mn2+, que explica la emisión fosforescente a 590 nm. 

 

 
Figura 82. Micrografía TEM de los QDs de ZnS dopados con Mn2+. 
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Polímero sintetizado por irradiación  

El proceso experimental utilizado se resume en la Figura 83A. Las micrografías 
obtenidas por TEM, mostradas en la Figura 83B, corresponden al polímero resultante 
tras el proceso de lavado. En la primera micrografía se pueden distinguir, por 
contraste, los QDs dispersos dentro de la red polimérica. Al ampliar una de estas 
regiones, se observan claramente los planos cristalinos asociados a los QDs. Aunque 
el polímero se forma alrededor de los QDs, la capa resultante es bastante gruesa en 
lugar de ser una capa fina como se habría esperado. 

 
Figura 83. A) Esquema del proceso experimental utilizado para sintetizar el polímero por irradiación. 
B) Micrografías TEM del polímero después del proceso de lavado: a la izquierda, dispersión de los QDs 
en la red polimérica y, a la derecha, ampliación de la zona que muestra los detalles de la estructura. 
 
Además, se observó que, al irradiar la mezcla de prepolimerización sin los iniciadores, 
también se formó polímero, aunque en menor cantidad. Esto probablemente se debió 
a la alta energía de la radiación asociada con las bajas longitudes de onda. Por esta 
razón, se decidió explorar la polimerización por precipitación mediante ECL, con la 
esperanza de obtener una formación de polímero más controlada y adecuada para 
nuestro objetivo final. 

Partículas magnéticas de Fe3O4 recubiertas de sílice para ECL 

El uso de partículas magnéticas en este proyecto tiene el objetivo de posicionar el 
generador de ECL cerca del electrodo, optimizando la transferencia electrónica entre 
especies y, en consecuencia, mejorar la señal de ECL. La Figura 84 presenta una 
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micrografía TEM de partículas magnéticas sin recubrimiento. En estado seco, estas 
partículas tienden a agregarse y presentan un tamaño promedio de entre 12 y 20 nm, 
principalmente en forma de polígonos y esferas. Estas partículas se utilizaron como 
núcleo para la síntesis de las partículas sensoras, incorporando el generador de ECL 
en su estructura mediante una capa de sílice que adsorbe o enlaza covalentemente el 
complejo de rutenio(II). 

La elección del complejo RP3, en lugar del RD3, se debió a su mejor solubilidad en 
el medio de reacción y a su mayor rendimiento cuántico de emisión en disolventes 
orgánicos, en comparación con el [Ru(bpy)3]Cl2. 
 

 
Figura 84. Micrografías TEM de las mNBs sintetizadas (izquierda) y detalles más ampliados de las 
mismas (derecha). 
 
En los lotes sintetizados mediante el procedimiento A, se variaron tres parámetros: la 
aplicación de ultrasonidos previa del núcleo magnético, el momento de la adición del 
complejo de RP3 durante la síntesis de la capa de sílice y la concentración de este 
complejo. El segundo parámetro se estudió debido a que se ha reportado que el 
complejo de rutenio(II) se inmoviliza, en los polímeros de siloxano formados durante 
el crecimiento de la capa de sílice, a través de una interacción electrostática entre el 
complejo cargado positivamente y la sílice cargada negativamente, lo cual influye 
directamente en la morfología de las partículas y, en consecuencia, en las propiedades 
finales del material sintetizado.198  

Las micrografías TEM revelaron que todas las partículas contenían núcleos 
magnéticos aglomerados en su interior, pero presentaron diferencias en el grosor y la 
homogeneidad de la capa sol-gel. Las partículas del lote 2, que no fueron sometidas a 
ultrasonidos, alcanzaron un tamaño promedio mayor (cercano a los 200 nm) debido a 
la formación de una capa de sílice más gruesa (Figura 85A). En el lote 3, donde el 
complejo RP3 se incorporó junto con los demás reactivos desde el inicio de la 
reacción, se obtuvo una capa de sílice más delgada que en el lote 2, aunque algo menos 
homogénea (Figura 85B). En contraste, en el lote 1, donde el RP3 se añadió tras una 
hora de reacción, se observó una capa de sílice aún más delgada y uniforme (Figura 
85C), lo que sugiere que al añadir RP3 después de una hora, la capa de sílice ya había 
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comenzado a formarse, permitiendo un crecimiento más ordenado y homogéneo. En 
ambos casos, las partículas presentaron un tamaño aproximado de 50 nm y contenían 
varios núcleos de mNBs en su interior.  

En el lote 4 (Figura 85D), se empleó una cantidad menor de RP3 añadido después de 
una hora de reacción, lo que condujo a partículas de morfología más esférica y una 
capa de sílice algo mayor que en el lote 1, sugiriendo una posible relación entre la 
concentración del complejo y la estructura final de la capa de sílice. 

 
Figura 85. Micrografías TEM de las partículas obtenidas en diferentes lotes: A) Lote 2, sin aplicación 
previa de ultrasonidos y con RP3 añadido al inicio de la reacción. B)‒D) Lotes sometidos previamente a 
ultrasonidos. B) Lote 3, con RP3 incorporado desde el inicio. C) Lote 1, con RP3 agregado tras 1 h de 
reacción. D) Lote 4, con menor cantidad de RP3 añadido tras 1 h de reacción. 
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En cuanto a las propiedades ópticas, las medidas del tiempo de vida de emisión (τ) 
mostradas en la Figura 86, revelaron que las partículas del lote 3 presentaban un 
tiempo de vida de luminiscencia más corto que las del lote 1, probablemente debido a 
una desactivación parcial de la luminiscencia del RP3 al estar en contacto directo con 
los núcleos magnéticos. Este resultado sugiere que, en el lote 1, la capa de sol-gel 
actúa como una barrera que separa al complejo de rutenio de los núcleos magnéticos, 
reduciendo la desactivación de su estado excitado y aumentando con ello el tiempo de 
vida de emisión del complejo. 

 
Figura 86. Perfiles cinéticos de extinción de la luminiscencia del complejo fotoexcitado [Ru(phen)3]2+ 
adsorbido en mNBs@SiO2. A) Cuando se incorpora al inicio de la síntesis (lote 3). B) Cuando se añade 
tras 1 h de reacción (lote 1). Ambos se midieron en ACN equilibrado al aire, con excitación a 463 nm 
(λem = 588 nm). 
 
Además, al emplear el complejo RD3 en lugar de RP3 y sustituir EtOH por MeOH, 
se observó una mayor dispersión de los núcleos magnéticos y un mejor control en la 
homogeneidad de la capa sol-gel (Figura 87). Sin embargo, los análisis 
espectroscópicos indicaron que el RD3 no se mantenía adsorbido en la capa sol-gel. 
En todos los lotes, la reacción se dejó un tiempo total de 2 h para evitar la formación 
de una capa excesivamente gruesa que pudiera dificultar la transferencia de electrones 
entre el complejo y el correactante, y, en consecuencia, la emisión de ECL. 



Nuevas estrategias de polimerización 

150 
 

 
Figura 87. Micrografías TEM de las partículas previamente sometidas a ultrasonidos, sintetizadas 
utilizando MeOH en lugar de EtOH y añadiendo desde el inicio el complejo RD3 en lugar de RP3. 
 
Los resultados espectroscópicos confirmaron la emisión de todas las partículas, 
excepto en las del lote 2, de mayor tamaño, y en las que contenían RD3. La Figura 
88 muestra que el lote 3 presentó la emisión más intensa, con un máximo en 596 nm, 
mientras que el lote 1 presentó una emisión más débil, con un máximo a 590 nm. 

 
Figura 88. Espectros de luminiscencia (λexc = 447 nm) en ACN de las partículas magnéticas recubiertas 
de sílice con RP3 adsorbido. El lote 3 presenta un máximo de emisión a 596 nm (línea discontinua azul) 
y el lote 1 a 590 nm (línea discontinua roja). Las imágenes de las cubetas con las partículas 
correspondientes, ubicadas en el lado derecho de la figura, muestran una mayor luminiscencia en las del 
lote 3, observadas bajo luz UV. 
 
Para lograr partículas más homogéneas y dispersas, se optó por una síntesis sol-gel 
alternativa, utilizando el surfactante Triton X-100, siguiendo el procedimiento B de la 
sección experimental. Sin embargo, la concentración final de partículas fue 
considerablemente menor, y las micrografías (Figura 89) mostraron una muestra poco 
homogénea, con núcleos magnéticos rodeados de sílice, así como esferas de sílice sin 
núcleo magnético. Además, no se observó la característica emisión naranja bajo la 
lámpara UV, lo que sugirió la ausencia de ECL en estas partículas. 
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Figura 89. Micrografía de las partículas obtenidas mediante una síntesis sol-gel alternativa utilizando 
Triton X-100 como surfactante, siguiendo el procedimiento B de la sección experimental. 
 
Ante estos resultados, se procedió a sintetizar un complejo de rutenio(II) con un 
ligando que permitiera la unión covalente a partículas Stöber previamente 
sintetizadas. Estas partículas Stöber son muy homogéneas en cuanto a tamaño y 
forma, con aproximadamente 20 nm de diámetro y una forma esférica (Figura 90). A 
pesar de realizar múltiples lavados usando un imán de neodimio para retener solo las 
partículas con núcleos magnéticos, algunas partículas Stöber permanecieron sin 
núcleo. Aunque no presentaban las características ideales, fueron seleccionadas por 
su alta reproducibilidad para unir covalentemente el complejo RP2PSi, dispersándolas 
previamente con ultrasonidos. 
 

 
Figura 90. Micrografías de las partículas obtenidas mediante la síntesis sol-gel alternativa utilizando 
Triton X-100 como surfactante, siguiendo el procedimiento B con algunas modificaciones descritas en 
la sección experimental. 
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Después de la síntesis, la muestra se dividió en dos alícuotas: en una de ellas se añadió 
una segunda capa sol-gel, siguiendo la recomendación de estudios previos,218 que 
sugieren que esta capa puede prevenir la oxidación directa del complejo de rutenio y 
mejorar la señal ECL. Los resultados espectroscópicos mostrados en la Figura 91 
indicaron que ambas fracciones eran luminiscentes; las partículas con una sola capa 
sol-gel presentaron una emisión máxima a 590 nm, mientras que las partículas con 
dos capas mostraron un máximo a 596 nm. 

 
Figura 91. Espectros de luminiscencia (λexc = 447 nm) de las partículas magnéticas recubiertas de sílice 
con RP2PSi enlazado covalentemente. Las partículas con una sola capa sol-gel muestran un máximo de 
emisión a 590 nm (línea discontinua morada), mientras que las partículas con dos capas sol-gel presentan 
un máximo a 596 nm (línea discontinua azul clara). 

 
Electroquímica de los componentes del sistema de polimerización y sus 
controles 
Se estudió el comportamiento electroquímico de los componentes antes de emplearlos 
en la polimerización mediada por ECL, con el fin de asegurar que sus propiedades en 
la mezcla de disolventes fueran compatibles con los objetivos del proyecto. Para ello, 
se analizaron cada uno de los componentes en las condiciones especificadas en la 
sección experimental (Figura 92), utilizando concentraciones superiores a las 
requeridas para la polimerización. Aunque esta se realizaría aplicando 8 ciclos en un 
rango de 0 a 1.5 V, también se evaluó el comportamiento de los componentes en 
condiciones de reducción. 

Los resultados mostraron que los monómeros, el iniciador CP-I y el TBA2Ox no 
presentaron picos de oxidación o reducción de forma independiente. Sin embargo, el 
DHMI mostró un pico de reducción, probablemente asociado a la reducción del grupo 
nitro en su estructura, lo cual podría afectar a su comportamiento durante la 
polimerización. 
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Figura 92. CVs y estructuras de algunos de los componentes para la polimerización ECL: A) CP-I. B) 
DHMI, C) EAMA.HCl y D) TBA2C2O4. Los compuestos se prepararon a una concentración de 
5 mmol L⁻1 en una mezcla de ACN (con 0.1 mol L⁻1 TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v) y se midieron bajo 
atmósfera de Ar, en el rango de −1 a 1.5 V a 50 mV s⁻1. El sistema de electrodos utilizado para las 
medidas estaba compuesto por GCE como electrodo de trabajo, Ag0 como electrodo de referencia y 
platino como contraelectrodo. 
 
En segundo lugar, se probó si la mezcla de los monómeros con el correactante podría 
sufrir una electropolimerización. Para ello, se desoxigenó la disolución durante 
30 min con nitrógeno y se aplicaron las condiciones mencionadas. Los CVs recogidos 
tras cada ciclo en la Figura 93 mostraron un pico de oxidación a 1.1 V que iba 
desplazándose a la derecha con cada ciclo, signo de que la interfaz del electrodo estaba 
cambiando con cada uno. Aparentemente, se formó polímero en el primer ciclo y se 
fue despegando de la superficie del electrodo con cada uno de los ciclos. Las 
micrografías TEM no mostraron polímero en suspensión, lo que podría deberse a que 
en realidad estaba disuelto.  
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Figura 93. CVs de la mezcla de prepolimerización en una disolución de ACN (con 0.1 mol L⁻1 
TBAPF6)/DMSO (70:30 v/v) bajo atmósfera de Ar, tras aplicar 8 ciclos a 50 mV s⁻1 en el rango de 0 a 
1.5 V (izquierda). Micrografía TEM de la disolución resultante (derecha). 
 
En una tercera prueba, se realizó una fotopolimerización utilizando un láser de 
642 nm en lugar de las partículas con complejos de rutenio(II). La mezcla se irradió 
durante 8 min, tiempo equivalente al de los 8 ciclos de barrido de potencial. Si no se 
observaba formación de polímero en estas condiciones, se confirmaría que el sistema 
propuesto no era efectivo para la polimerización mediada por ECL. Además, se 
aumentó la relación [CP-I] con respecto a la [DHMI] en un 5%. En ninguno de los 
casos las micrografías TEM (Figura 94) mostraron diferencias entre la mezcla de 
prepolimerización inicial y la supuesta formación de polímero tras los 8 min, lo que 
invalida el sistema de polimerización propuesto. 

 
Figura 94. Micrografías TEM de la mezcla de prepolimerización (antes de la irradiación izquierda) y 
tras la exposición a una radiación de 642 nm (derecha). 
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3.10. Conclusiones 

Para mejorar los resultados obtenidos y superar las limitaciones identificadas en el 
proyecto, se proponen diversas estrategias. Respecto a la polimerización por 
irradiación, sería recomendable utilizar un material nanoparticulado que posea una 
longitud de onda de excitación menos energética para minimizar la conversión no 
deseada de monómeros sin la intervención del material emisor, reduciendo así la 
formación incontrolada de polímero y permitiendo obtener capas más uniformes. En 
cuanto a la polimerización por ECL, sería beneficioso explorar otros complejos de 
rutenio o sistemas iniciadores alternativos con mayor eficiencia, especialmente a 
concentraciones bajas. Asimismo, debe evaluarse el papel del DMSO como 
correactante y considerar su sustitución por un porógeno inerte o menos reactivo. 
Adicionalmente, sería conveniente optimizar el sistema iniciador, considerando 
alternativas más estables en la ventana de potencial aplicada y examinando las 
condiciones experimentales de la iluminación con láser para verificar su impacto en 
la formación del polímero. Estos ajustes podrían acercar los resultados al objetivo 
inicial y mejorar significativamente la eficiencia y reproducibilidad del proceso. 
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FINAL CONCLUSIONS 
The results described in this thesis demonstrate that the primary objectives of the 
research project have been successfully achieved. Specifically, we have designed, 
developed and, when time has permitted, analytically validated advanced methods and 
functional devices based on molecularly imprinted polymers (MIPs) for the sensitive 
and selective detection of mycotoxins. Our work has included the development of 
dual-analyte methodology, the synthesis and characterization of MIPs in nanogel 
format, the integration of MIPs into hybrid opto-electrochemical sensor platforms and 
pioneering photocatalytic amplification of the analytical signal strategies to enhance 
mycotoxin detection. 

Chapter 2 – Synthesis of MIPs in different formats and their application 

1. Simultaneous determination of zearalenone and alternariol in vegetable
oils with mixed MIP particles.
A robust method for the simultaneous detection of zearalenone (ZON) and
alternariol (AOH) was developed and optimized using a 50:50 (w/w) mixture
of two tailored MIP beads. Low detection limits of 5 µg kg⁻1 for ZON and
2 µg kg⁻1 for AOH were achieved by optimizing the washing and elution
conditions through a chemometric design of experiments. The method was
successfully validated for vegetable oil matrices with recoveries ranging from
92% to 113% (RSD < 6%) and its reliability was confirmed by
HPLC- MS/MS, highlighting the usefulness of artificial polymer materials as
synthetic antibody mimics.

2. Determination of mycophenolic acid by MIPs in nanogel format.
Complementary studies involving the synthesis of MIPs in nanogel format
using both solid phase polymerization and precipitation methods for selective
detection of mycophenolic acid (MPA) have been carried out. Although
structural and physicochemical characterization (including size, stability and
recognition capacity) was successfully achieved, the resulting nanogels
showed limited affinity for MPA. This result indicates the need for future
improvements, such as the incorporation of more specific functional
monomers or the selection of alternative template molecules to increase the
affinity for the target analyte.
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Chapter 3 - New polymerization strategies and development of a sensor based on 
bipolar electrochemistry combined with MIPs 

1. Development of a sensor based on bipolar electrochemistry combined
with MIPs.
A novel hybrid sensor has been developed by integrating MIPs with bipolar
electrochemistry (BE) and optical transduction. In this system, a MIP-coated
bipolar electrode—with an anode selective for ZON—was coupled to a gold
wire cathode connected to a LED, enabling wireless electroanalysis when
feeder electrodes were powered. Molecular recognition of ZON facilitated
redox reactions of the [Fe(CN)6]3−/4− couple at the gold electrode ends,
producing an electroluminescent signal directly proportional to the ZON
concentration. When integrated into a microfluidic platform, the device
exhibited a linear response over the range 10 − 70 ng mL⁻1, demonstrating its
potential for portable monitoring and visual alert of food contaminants above
a set value.

2. Novel polymerization strategies.
Innovative optical sensing approaches were explored by preparing MIP-based
sensor layers via photopolymerization and electrochemiluminescence (ECL)-
induced polymerization. The aim was to generate functional luminescent
monolayers for a FRET-type assay targeting AOH. Although the synthesis of
luminescent particles and the evaluation of different initiator systems and
porogens were achieved, several technical challenges were encountered,
including low monomer conversion, low ECL efficiency of immobilized Ru
complexes, DMSO interference as a co-reactant, and overall instability of the
initiator system. However, the knowledge gained provides a clearer roadmap
for further optimization of MIP-based chemiluminescent optical sensors.

Chapter 4 -  
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