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RESUMEN

Los nanotubos de carbono (NTCs) han generado una enorme actividad en la
mayoria de las areas de la ciencia y la ingenieria debido a sus propiedades
estructurales, mecénicas y electronicas Unicas. Entre las cuales incluyen alta
estabilidad quimica y térmica, alta elasticidad y alta resistencia a la traccion.
Estas propiedades hacen que los nanotubos sean ideales para el desarrollo de
electrodos modificados con estas nanoestructuras.

Debido al pequefio tamafio y a su conductividad los NTCs también pueden
considerarse como uno de los electrodos mas pequefios. Se ha demostrado
que tienen la capacidad de promover la transferencia de electrones siendo
utilizados para fines electroanaliticos tales como el desarrollo de biosensores,
impartiendo una fuerte actividad electrocatalitica a importantes biomoléculas.
Su aplicacion en métodos voltamétricos es especialmente favorable, pero
también se emplean para la adsorcion de diferentes analitos y en métodos de
separacion electroquimica.

La modificacion directa de un electrodo con una dispersion de NTCs, presenta
ventajas tales como el aumento del area superficial efectiva, la mejora en la
transferencia de masa, el aumento de la sensibilidad del electrodo y en algunos
casos la reduccion de los sobrepotenciales. Asi como también mejora la
reversibilidad de los procesos electroquimicos. En esta tesis se han modificado
electrodos con NTC y compuestos con grupos y estructuras tipo cumarinas.

Los nitrocompuestos se usan en productos farmacéuticos debido a su accién en
organismos vivos donde a menudo estan implicados en procesos de oxidacion-
reduccion. Los principales usos farmacéuticos de este tipo de compuestos
nitroaromaticos son como agentes antibacterianos, antiprotozoarios y
anticancerosos. Como compuestos téxicos y sospechosos de carcinogenicidad,
los nitrobencenos liberados al medio ambiente representan una gran amenaza
para la salud humana. La reduccién del grupo nitro es un paso fundamental
para la actividad biolégica, debido a que se generan intermediarios altamente
reactivos.

Las cumarinas son moléculas heterociclicas organicas, conocidas como
benzopironas. Tienen una amplia variedad de actividades bioldgicas,
caracteristicas anticancerigenas, Anti-VIH, anti-Alzheimer, antimicrobiana,
antioxidante y antiviral. Las propiedades fotofisicas de los derivados
cumarinicos estan fuertemente relacionadas con la capacidad de donacion de



electrones o de captura de electrones de los sustituyentes unidos a su nucleo y
el grado de conjugacion de las moléculas.

La nicotinamida adenina dinucledtido (NADH), es una coenzima que se
encuentra en todas las células vivas. Es Util para la deteccion electroenzimatica
de ciertos azucares, alcoholes y aminoacidos. La oxidaciéon electroquimica de
NADH a la correspondiente forma oxidada (NAD™*) es de gran interés, debido a
su papel como cofactor en muchas reacciones enzimaticas.

En intentos de reducir el sobrepotencial y pasivacion del electrodo, ha surgido
una preferencia general por los electrodos de carbono; y compuestos
mediadores de transferencia de electrones, como quinonas, diaminas,
ferroceno, fenazina y L-glutamato. Tales mediadores pueden estar presentes en
solucion o pueden ser inmovilizados sobre la superficie del electrodo. La
reduccion electroquimica de uno o0 mas grupos nitro de un nitrocompuesto,
genera el par redox nitroso-hidroxilamina (NO/NHOH) en el electrodo. Esta
reaccion se ha utilizado para la oxidacion electrocatalitica de NADH.

Debido a los antecedentes anteriormente mencionados, en esta tesis se ha
estudiado el efecto de los electrodos de carbono vitreo, recubiertos con NTC.
Demostrando una deteccion amperométrica sensible, por parte de mediadores
electroquimicos, con el objetivo de estudiar la oxidacién de NADH.

En el presente trabajo se utilizan electrodos modificados con nanotubos de
carbono de pared mdltiple (MWNTC). Los electrodos fueron modificados con
diversos nitrocompuestos y compuestos cumarinicos como posibles mediadores
redox en la electro oxidacion de NADH.
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1. INTRODUCCION

Nanotubos de carbono

Desde su re-descubrimiento en 1991 [1], los nanotubos de carbono han
generado una enorme actividad en la mayoria de las areas de la ciencia y la
ingenieria debido a sus propiedades estructurales, mecanicas y electronicas
Unicas. Estas propiedades incluyen alta estabilidad quimica y térmica, alta
elasticidad, alta resistencia a la traccion [2]. Ningun material anterior ha
mostrado la combinacion de propiedades mecanicas, térmicas y electrénicas
superlativas que se les atribuyen. Estas propiedades hacen que los nanotubos
sean ideales para una amplia gama de aplicaciones [3].

Figura 1. Representacién esquematica de diferentes alétropos de carbono: A)
grafito; B) diamante; C) fulereno; D) nanotubo de carbono de pared simple; E)
nanotubo de carbono de multipared; F) grafeno.

Los nanotubos son al6tropos (Fig. 1) del carbono (carbon nanotubes, CNTSs),
hay dos tipos principales de nanotubos. Los de una sola pared (single walled
carbon nanotubes, SWCNT [4], Fig. 2 A) los cuales consisten
esquematicamente de una lamina de grafeno, envuelta sobre su eje formando
un cilindro con extremos abiertos, con un diametro entre 0,4 y 2 nm [2] y una
longitud de hasta centimetros. Y los nanotubos de paredes mdltiples (multi
walled carbon nanotubes, MWCNT, Fig. 2 B) consisten esquematicamente en
multiples capas concéntricas de grafeno formando varios tubos cilindricos [5] y
separados por 0,35 nm, similar a la separacion del plano basal en grafito. Los
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MWNTC pueden tener diametros de 2 a 100 nm y longitudes de decenas de
micras [3].

A

enrollamiento . .,

. T R A

J
lamina de grafeno nanotubo de
pared simple

nanotubo de pared
B

enrollamiento

lamina de grafeno nanotubo de
multipared

Figura 2. A) Formacion esquematica de nanotubos de pared simple (SWCNT).
B) Formacién esquematica de nanotubos de multipared (MWCNT).

Una de las dificultades experimentales que tienen los nanotubos de carbono, es
su insolubilidad en cualquier solvente, lo que dificulta su manipulacién, haciendo
necesario buscar solventes capaces de generar dispersiones de nanotubos,
Fig. 3. Una de las posibilidades para mejorar la dispersion, puede ser agregar
grupos funcionales por enlaces covalentes o favorecer las interacciones no
covalentes con otras moléculas.



B (b)

Figura 3. Dispersion de MWNTC. A) Baja estabilidad de la dispersion de
nanotubos. B) Dispersion estable de los nanotubos.

Una de las caracteristicas mas importantes que tienen los materiales de
carbono, es su estado de hibridacién, que béasicamente determina las
caracteristicas de la variedad de nanoestructura. Los fulerenos y los nanotubos
de carbono pertenecen a una familia que no tienen hibridacién sp? genuina
debido a las superficies curvas con que estan formados. En otras palabras,
tienen la hibridacion sp?*®, un poco mas cerca del sp3. Por otro lado, se
considera que estos dos materiales poseen sistema de conjugacion 1T [6]. Esta
caracteristica se ha mencionado como enlace-oc de hibridacion debido a la
mezcla de mas orbitales atbmicos 2s [7]. Esto permite incorporar a su estructura
distintos grupos funcionales o favorecer interacciones no-covalentes con otras
moléculas como (bio)polimeros, surfactantes, etc (figura 4).

Figura 4. Funcionalizaciones mas comunes de los NTCs. A) Funcionalizacion
de defectos. B) Funcionalizacion de flancos. C) Apilamiento 1.
D)Funcionalizacién no covalente. E) Funcionalizacion endoedical.



Las paredes de NTC no son reactivas, pero la funcionalizaciéon (como, por
ejemplo: formacién de grupos carboxilos, aminas, entre otros) final de NTC
ocurre en las puntas, las cuales son de tipo fulereno, siendo las mas reactivas.
Utilizdndose con frecuencia para la generacion de grupos funcionales (por
ejemplo, -COOH, -OH o -C=0). La funcionalizacién del tipo no covalentes de los
NTC puede basarse en interacciones deébiles (por ejemplo, puente de
hidrogeno, apilamiento de p-p, fuerzas electrostaticas, fuerzas de Van der
Waals e interacciones hidrofdbicas). Esto se puede utilizar para unir pequefias
moléculas o moléculas bioquimicamente activas (por ejemplo, para la
inmovilizacion de proteinas), o para envolver las cadenas de un polimero en la
pared lateral de los NTCs [8].

Electrodos modificados con nanotubos de carbono

Debido a las propiedades eléctricas mencionadas anteriormente, en la ultima
década el desarrollo de electrodos modificados se ha concentrado en el uso de
nanoestructuras (Fig.1).

El pequefio tamafio y conductividad de los NTCs implica que también pueden
considerarse como uno de los electrodos mas pequefios. Se han fabricado
electrodos macroscopicos modificando su superficie con NTC aleatoriamente
dispersos. Se ha demostrado que los NTC tienen la capacidad de promover la
transferencia de electrones siendo utilizados para fines electroanaliticos tales
como el desarrollo de biosensores [8], impartiendo una fuerte actividad
electrocatalitica a importantes biomoléculas [9-10]. Su aplicacién en métodos
voltamétricos es especialmente favorable, pero también se emplean para la
adsorcién de diferentes analitos y en métodos de separacion electroquimica.

La modificacién directa de un electrodo con una dispersion de NTCs representa
un enorme atractivo. Hay cuatro ventajas principales para un electrodo
modificado con nanotubos en comparacion con uno sin modificar: aumenta el
area superficial efectiva, mejora la transferencia de masa, aumenta la
sensibilidad del electrodo y reduce sobrepotenciales (electrocatélisis) al
aumentar el nimero de sitios activos [11-14].



Al trabajar con electrodos modificados con NTCs, mejora la reversibilidad de los
procesos electroquimicos, como por ejemplo se ha podido observar para la
dopamina y otros neurotransmisores [8].

En este trabajo se utilizan electrodos modificados con nanotubos de carbono de
pared multiple (MWNTC), con el objeto de evaluar diversos nitrocompuestos y
compuestos cumarinicos como posibles mediadores redox [15].

Compuestos nitroaromaticos

Los nitrocompuestos (Fig. 5) se usan en productos farmacéuticos debido a su
accion en organismos vivos donde a menudo estan implicados en procesos de
oxidacion-reduccion.
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Figura 5. Ejemplo de la estructura de un nitrocompuesto.

Los principales usos farmacéuticos de este tipo de compuestos nitroaromaticos
son como agentes antibacterianos, antiprotozoarios y anticancerosos [16].
Desde otro de punto de vista no farmacéutico los nitro bencenos se presentan
como compuestos toxicos y sospechosos de carcinogenicidad, los
nitrobencenos liberados al medio ambiente representan una gran amenaza para
la salud humana. Incluso en concentraciones bajas, pueden presentar altos
riesgos para el medio ambiente. La fuerte afinidad electronica del grupo nitro
reduce la densidad de la nube de electrones del anillo de benceno y hace que el
nitrobenceno, por ejemplo, sea muy estable. Por lo tanto, el nitrobenceno esta
clasificado como un contaminante peligroso por muchos paises. Ademas, esta



exhibe citotoxicidad en varios sistemas celulares, incluyendo mamiferos,
protozoarios y células bacterianas [17].

La via metabdlica de los compuestos nitroaromaticos se basa en la generacion
del anion radical nitro (R-NO2*) a partir de una reaccion de reduccion de un
electron [16]. Los compuestos nitroaromaticos son a menudo aceptores de
electrones debido a la baja densidad de la nube de electrones en su anillo de
benceno por lo que la oxidacion de los compuestos nitroaromaticos es muy
dificil de conseguir, esto explica porque es un tipo de contaminante que se
mantiene en el ambiente [17]. El uso de voltamperometria ciclica ha
demostrado ser una herramienta importante para estudiar esta especie radical a
partir de diferentes nitro-compuestos. En la figura 6 se muestra la ecuacion de
reduccion del nitrobenceno, donde el paso de A a B es un proceso irreversible,
y el paso B a C corresponde a un proceso reversible [16].

Figura 6. Ejemplo de la reduccién del nitrobenceno. A) Nitrobenceno, B)
Fenilhidroxilamina y C) Nitrosobenceno.

El mecanismo de reduccién electroguimico de nitrocompuestos ha sido
estudiado ampliamente. Se puede obtener una amplia variedad de productos de
reaccion cuando se hacen reducciones en medios préticos, pero en disolventes
apréticos dipolares el Unico producto de reduccidon de un compuesto mononitro
es el radical anionico, que en muchos casos es una especie persistente que
puede caracterizarse de diversas maneras [18].

La reduccion de las moléculas que poseen dos grupos nitro ha aumentado la
atencion en los ultimos afos, debido a los efectos que se producen en la
estabilizacion de aniones de radicales electrogenerados por la interaccion de
los grupos presentes en la estructura. La reduccion de los compuestos
dinitroaromaéticos, es de forma similar a los mononitroaromaticos, por lo general
también son seguidos por pasos de reaccién quimica [19].



En solucion acuosa, los compuestos nitroaromaticos estudiados en esta
memoria se reducen a fenilhidroxilamina que implica la reduccion via cuatro
electrones a todos los valores de pH (ecuacion 1) [20]. La ecuacion dos (ec.2)
describe la oxidacion de hidroxilamina a nitroso, proceso posterior que ocurre
via 2 electrones y dos protones para formar un derivado nitroso en un proceso
reversible a hidroxilamina.

R—NO, + 4e” + 4H* > R — NHOH + H,0 (ec. 1)
R—NHOH SR—NO + 2e™ +2H* (ec. 2)

La electroquimica de compuestos nitroarométicos ha sido ampliamente
estudiada en solucién y con electrodos convencionales, sin embargo, pocos
trabajos se dedican a aplicaciones de nitro compuestos sobre electrodos
modificados con nanotubos de carbono (NTC) [15].

Compuestos cumarinicos

Las benzopironas son una clase importante de moléculas heterociclicas
organicas, conocidas como cumarinas [21]. Con estructura general como se
muestra en Fig. 7:

Z

Figura 7. Estructura quimica de 2h-cromen-2-ona (cumarina).

Muchos derivados naturales y sintéticos de la cumarina han sido ampliamente
estudiados debido a sus diversas actividades no toxicas [21].

Cabe destacar que las cumarinas presentan propiedades fotofisicas favorables
tales como grandes desplazamientos de carga, rendimientos cuanticos de alta
fluorescencia, longitudes de onda de excitacion y emision visibles [22]. Algunos
derivados cumarinicos se han utilizado como potenciales materiales de
fluorescencia, asi como también emisivos dopantes en diodos emisores de luz
organicos (OLEDs) [23]. Las propiedades fotofisicas de los derivados
cumarinicos estan fuertemente relacionadas con la capacidad de donacion de



electrones o de captura de electrones de los sustituyentes unidos a su nucleo y
el grado de conjugacion de las moléculas [24].

Debido a lo poco solubles, este tipo de compuestos son ideales para modificar
electrodos. Los compuestos se fijan en los nanotubos para hacer voltametria en
medio acuoso. Debido a que el proceso redox de este tipo de cumarinas es via
dos electrones al igual que el proceso de oxidacion con NADH, se espera una
interaccion del tipo mediador en la electrooxidacion de NADH.

Por otro lado, no se han encontrado investigaciones electroquimicas de
compuestos cumarinicos y aplicaciones de estos compuestos en nanotubos de
carbono (NTC).

Con el fin de estudiar el efecto electrocatalitico sobre NADH utilizando un
electrodo modificado con nanotubos de carbono de pared mdultiple (MWNTC),
se evaluaron nitrocompuestos y compuestos cumarinicos como un nuevo
mediador redox. Y mediadores electroquimicos tales como derivados de
cumarinas, como 3-acetil-7,8-dihidroxi-2H-chromen-2-ona y el 7,8-dihidroxi-4-
metil-2H-chromen-2-ona y nitrocompuestos tales como 1,4-dinitrobenceno, 1,8-
dinitroantraquinona, este tipo de estructuras son conocidas, por generar un
efecto electrocatalitico sobre la oxidacion de NADH. Estos mediadores son
encapsulados en los intersticios de los NTC.

Electrodos modificados y su aplicacién electrocatalitica

La electrocatalisis es la rama de la electroquimica dedicada a comprender y
modificar los mecanismos de reaccion mediante el uso de materiales cataliticos
[25].

El objetivo principal es dilucidar el efecto del material del electrodo sobre la
cinética de la reaccion, con el propésito de encontrar los caminos para acelerar
el proceso y, asi, minimizar las pérdidas de potencial resultante de la
polarizacion del electrodo [26], asi como conseguir aumentar la corriente de
intercambio.

Los catalizadores pueden estar adsorbidos sobre el electrodo o estar en
solucion. Existen muchas reacciones que son muy importantes en la
electroguimica que son catalizadas por especies adsorbidas. Entre ellas se
destacan la produccion de hidrégeno, oxigeno y cloro.



Desde el punto de vista de su aplicacion industrial los electrodos deben
presentar no solo una oOptima actividad catalitica para la reaccién de interés,
sino que también, por ejemplo, que presente baja actividad catalitica para
reacciones que compitan con la principal y que permita realizar distintos disefios
con ese material [27].

Las propiedades electrocataliticas que posean dependeran de las
caracteristicas que tenga el material. Los aspectos mas relevantes relacionados
con la actividad electrocatalitica son: Composicion, estructura o tipos de grupos
funcionales en la superficie y morfologia.

Investigadores que han modificado electrodos GC-NTC con grupos nitro o
nitrocompuestos [28]. Han introducido eficientemente grupos nitro en la
superficie de los MWNTC por procedimientos convencionales de nitracién [29].
Investigaciones anteriores demostraron la interaccion del mediador de un grupo
nitro en la electro-oxidacion del NADH [28].

La modificacion de MWNTC se basa en una union covalente del compuesto
nitro con los MWNTC. Recientemente se ha desarrollado un método diferente
gue no implica la formacion de enlaces covalentes con la nanoestructura. Este
método se basa en la adsorcion de compuestos en MWNTC, mediante la
encapsulacién del compuesto nitro en la red tridimensional formada por los NTC
[28].

La reduccién de uno o0 mas grupos nitro del nitrocompuesto genera el par redox
de RNO/RNHOH en el electrodo [15]. Esta reaccién se ha utilizado para la
oxidacion electrocatalitica de NADH [30].

Deteccidn electroguimica de NADH

La nicotinamida adenina dinucleétido en su forma reducida (NADH), es una
coenzima que se encuentra en todas las células vivas. Participa en la deteccion
electroenziméatica de, por ejemplo, ciertos azucares, alcoholes y aminoacidos
[31]. ElI compuesto es un dinucledtido, ya que consta de dos nucleétidos unidos
a través de sus grupos fosfatos con un nucleétido que contiene un anillo
adenosina y el otro que contiene nicotinamida (Fig. 8).
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Figura 8. Estructura y reaccion electroquimica de NADH.

En el metabolismo, el NAD* participa en reacciones redox (oxidorreduccion),
llevando los electrones de una reaccion a otra. La coenzima, por tanto, se
encuentra en dos formas en las células: NAD* y NADH. El NAD*, que es un
agente oxidante, acepta electrones de otras moléculas y se reduce, formandose
NADH, que puede ser utilizado entonces como agente reductor para donar
electrones. Estas reacciones de transferencia de electrones son la principal
funcién de NAD* [32].

El NAD* y NADH son los principales portadores de carga central en células
vivas. La gran mayoria de las enzimas redox, requieren coenzimas NADH/NAD*
para su accion catalitica. Las deshidrogenasas dependientes de NADH/NAD*
se han utilizado frecuentemente en quimica analitica y quimica organica. En la
electroquimica, el acoplamiento de las reacciones enzimaticas dependientes de
NAD* con los procesos de electrodo han sido de interés en el disefio y
desarrollo de biosensores amperométricos y células de biocombustible. En tales
sistemas, una regeneracion electroquimica eficiente del par redox NADH/NAD*
es esencial. Por lo tanto, la oxidacion electroquimica reversible y eficiente de
NADH a su forma enziméticamente activa se considera como la clave en la
aplicacion de cualquiera de las deshidrogenasas dependientes de NAD* como
compuestos receptores en biosensores amperométricos. La oxidacion
electroquimica del NADH se produce comunmente sélo a altos
sobrepotenciales en los electrodos convencionales debido al alto potencial del
par NADH*/NADH, lo que hace que esta sea una limitacion [31]. En vista de
estos antecedentes, se han desarrollado electrocatalizadores para la oxidacion
y reduccion de la pareja NADH/NAD™ [33].

El uso de compuestos mediadores es necesario ya que el producto de
oxidacion de NADH, el NAD+, se puede adsorber en la superficie de los
electrodos de carbono impidiendo la transferencia de electrones. Ademas, los
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altos valores de los potenciales de oxidacién requeridos para NADH,
frecuentemente generan reacciones secundarias no deseadas que generan
especies que se adsorben en la superficie del electrodo, provocando
disminucion del area activa, es decir un "ensuciamiento” del electrodo. Este
fendbmeno conduce a una menor sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad de
los biosensores dedicados a NADH [34].

La funcion del mediador es limitar el acceso de NADH a los NTC y proveer
mejor selectividad, actuar como un mediador de transferencia de electrones
entre la molécula objetivo y el electrodo, e inducir una répida oxidacion.
Comunmente compuestos como quinonas, diaminas, ferroceno, fenazina y L-
glutamato [34].

Tales mediadores pueden estar presentes en solucibn o pueden ser
inmovilizados sobre la superficie del electrodo. En este sentido, la modificacion
de los electrodos de carbono con otros materiales como los polimeros
conductores y nanotubos de carbono, que también puede mediar en la
transferencia de electrones, ha demostrado ser prometedor.

Los carbonos del tipo sp?, como en los nanotubos de carbono (NTCs) presentan
una curvatura especial de la pared lateral y poseen una estructura conjugada
con una superficie hidrofébica. Los NTC con grupos funcionales oxigenados en
la pared lateral exterior y/o en los extremos dan un rendimiento mejorado como
un modificador de electrodo para la transferencia de electrones a especies
redox en solucion. Debido a los antecedentes anteriormente mencionados, en
esta memoria de titulo se estudiara el efecto de los electrodos de carbono
vitreo, recubiertos con NTC [31].

11



2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GENERAL

Modificar electrodos de carbono vitreo con nanotubos de carbono utilizando
nitrocompuestos y cumarinas como mediadores electrocataliticos de la
oxidacion de NADH y estudiar el efecto de diferentes factores en la actividad
electrocatalitica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener electrodos de carbono vitreo modificados con nanotubos de
carbono, nitrocompuesto y cumarinas.

Comparar el comportamiento electroquimico de los nitrocompuestos y
cumarinas sobre electrodos de carbono vitreo sin modificar y modificados
con nanotubos de carbono.

Caracterizar electroquimicamente los nitrocompuestos y cumarinas
encapsulados en electrodos de carbono vitreo modificados con
nanotubos de carbono.

Realizar la caracterizacion electroquimica del NADH en electrodos de
carbono vitreo modificados con nanotubos de carbono.

Determinar la capacidad electrocatalitica de los mediadores; 1,4-
dinitrobenceno, 1,8-dinitroantraquinona, 3-acetil-7,8-dihidroxi-2H-
chromen-2-ona y el 7,8-dihidroxi-4-metil-2H-chromen-2-ona, sobre el
NADH.

Evaluar el comportamiento electroquimico del conjunto mediador -
NADH.

Optimizar y cuantificar los pardmetros que afectan la oxidacion
electrocatalitica de NADH.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos y solventes
- 1,4-dinitrobenceno (1,4-DNB), Sigma Aldrich CAS: 100-25-4.

- 1,8-dinitroantraquinona (1,8-DNA), Sigma Aldrich CAS: 129-39-5.

- 3-acetil-7,8-dihidroxi-2H-cromen-2-ona (1-cum), sintetizados previamente en el

laboratorio.

- 7,8-dihidroxi-4-metil-2H-cromen-2-ona (5-cum), sintetizados previamente en el

laboratorio.

- Acido borico (99%) p.a, Fluka Chemica

- Acido acético glacial p.a, Mallincckrodt

- Acido clorhidrico (36%) p.a, Reutter

- Acido fosforico (85%) p.a, Merck

- Agua desionizada nano pura (18,2 MQ cm)

- Etanol absoluto (99,8%) p.a, Merck

- Hidroxido de sodio (pellets) p.a, Merck

- Nitrégeno extra puro (99,9%), Linde Gas Chile S.A.
- Nanotubos de carbono de multipared (> 95 % en C), DropSens
- 1,3- dioxolano, Sigma Aldrich

*Todos los reactivos fueron utilizados sin previa purificacion.
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3.2. Equipos
A) Equipos de uso general

- Agitador Heidolph Reax 2000

- Balanza de precision Precisa 40SM-200a (sensibilidad 0,01 mg)
- Medidor de pH WTW modelo pMx 3000

- Medidor de pH OAKTON pH 700

- Sistema purificador de agua Milli-Q Ultra- Pure Water System.
- Sonicador Bransonic Branson 2510

B) Sistema voltamétrico y computacional

- Equipo potenciostato BAS CV-50W

- Equipo potenciostato CHInstrument 650C y 760C

- Celda electroquimica:

¢ Celda electroquimica 10 mL

e Electrodo de trabajo: Carbono vitreo y carbono vitreo modificado con
nanotubos de carbono.

e Soporte de carbono vitreo, como electrodo de trabajo. Ted Pella, INC.
¢ Electrodo de referencia: Ag/AgCl KCI 1M

¢ Electrodo auxiliar: Alambre de platino.
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3.3. Métodos
3.3.1. Preparacion de soluciones

- Preparacion solucion Buffer 0,1 M Britton-Robinson

En un matraz de 1 L se agregaron 6,18 g de &cido bdrico, 5,71 mL de &cido
acetico glacial y 6,75 mL de acido fosforico en agua nanopura. Posteriormente
se coloca en un bafio de ultrasonido durante 10 min para eliminar las burbujas y
se afora con agua nanopura. Finalmente, el pH de trabajo se ajusta con acido
clorhidrico e hidroxido de sodio concentrado.

- Solucién stock de compuestos en estudio

o 1,4-DNB: se prepararon 5 mL de solucion stock de concentracion 4 mM
de nitrocompuesto en etanol p.a. La solucion stock se guardé refrigerada
en envase de vidrio.

o 1,8-DNA: se prepararon 50 mL de solucion stock de concentracion 0,4
mM de nitrocompuesto en acetonitrilo p.a. La solucién stock se guardd
refrigerada en envase de vidrio.

o Cum-1: se prepararon 5 mL de solucién stock de concentracion 4 mM de
nitrocompuesto en acetonitrilo p.a. La solucion stock se guard6
refrigerada en envase de vidrio.

o Cum-5: se prepararon 1 mL de solucion stock de concentracion 20 mM
de nitrocompuesto en acetonitrilo p.a. La solucion stock se guardo
refrigerada en envase de vidrio.

- Solucion de NADH

Se prepararon 5 mL de solucién stock de NADH concentracién 3 mM en buffer
Britton-Robinson 0,1 M pH 7. La solucibn se mantuvo con atmosfera de
nitrdgeno y hielo en cada medicion, durante todo el experimento.
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- Soluciones de trabajo

Electroquimica clasica: Todas las soluciones fueron preparadas antes del
experimento a partir de soluciones stock de nitrocompuesto o cumarina y
tampon Britton-Robinson, ajustado segun el pH de trabajo en la celda
electroquimica con &cido clorhidrico e hidréxido de sodio concentrado.

En electrodos modificados por inmersion (dipping): Las soluciones de trabajo
consistieron en una solucidn de nitrocompuesto o cumarina preparada a partir
de la solucion stock y etanol o acetonitrilo, donde fueron sumergidos los
electrodos GC-NTC durante 10 segundos. Luego estos electrodos fueron
medidos en una celda que solo contiene buffer.
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3.4. Desarrollo experimental

3.4.1. Dispersion de nanotubos de carbono

Las dispersiones se prepararon pesando una cantidad adecuada de nanotubos
de carbono y agregando una cantidad apropiada de 1,3-dioxolano para obtener
una concentracion de 3 mg/mL. Luego la dispersidon se somete a bafio de
ultrasonido 3 veces por periodos de 5 min. La dispersion es agitada entre cada
periodo de bafio ultrasonico.

3.4.2. Preparacion de electrodos con NTCs
Método general de preparacion de electrodos modificados con nanotubos de
carbono:

En todos los experimentos se utilizd un electrodo de carbono vitreo (GC; glassy
carbon electrode), previamente pulidos con alimina de 0,3 y 0,05 um, lavado
con abundante agua antes de cada modificacion. El electrodo de carbono vitreo
se modifica utilizando la dispersién de nanotubos de carbono 3 mg/mL. La
inmovilizacion de los nanotubos de carbono en el electrodo se realiza tomando
una alicuota de 5 pL de la dispersion, que se deposita sobre la superficie del
electrodo GC. EIl electrodo se deja secar a temperatura ambiente y los
nanotubos quedan inmovilizados sobre la superficie del electrodo (Fig. 9).

3 mgde NTC
+

[1ml de 1,3-Dioxalano

. 7 Secado a

Sy = temperatura

5 minutos (x3) ambiente
- o
sonlcar i. 5

\

b

Electrodo
Modificado
Con NTC

Figura 9. Metodologia general para la modificacién de un electrodo GC con
nanotubos de carbono.
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I.  Modificacion de electrodos con NTC y nitrocompuestos por dipping.

Los electrodos modificados con NTCs fueron sumergidos por 10 segundos en
una solucion de nitrocompuesto o de cumarinas en solvente orgénico, la cual es
preparada a partir de soluciones stock. Posteriormente fueron lavados con
abundante agua y fueron introducidos en una celda con solucion buffer B-R 0,1
M, sin compuesto (Fig. 10).

Inmersion \
X 10 segundos

. Lavado con
abundante agua
— | >

U

W =

\/ |
Electrodo Solucion de
modificado compuesto Celda con buffer
con NTC en solvente (sin compuesto)

\_ J

Figura 10. Metodologia para la modificacion por dipping de los electrodos con
NTC.

Il. Estudio de electrocatélisis

En los estudios de electrocatalisis, los electrodos de GC fueron modificados con
NTCs, nitrocompuesto 0 compuestos cumarinicos. Estos compuestos
encapsulados en el electrodo fueron evaluados como mediadores
electroquimicos, en su forma oxidada o reducida. En este experimento, para la
modificacion  con  nitrocompuestos los electrodos se  modificaron
electroguimicamente en una celda diferente de la que se evaluo el efecto
electrocatalitico.

En el estudio de electrocatalisis para el caso de los nitrocompuestos, se
utilizaron electrodos GC modificados con NTCs (GC-NTC) y nitrocompuestos
mediante la técnica de dipping (inmersion del electrodo en una solucion de
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compuesto organico). Se aplica un barrido de potencial que permita reducir un
solo grupo nitro presente en la molécula del nitrocompuesto encapsulado en los
intersticios de los NTC.

El estudio de electrocatdlisis utilizando cumarinas, se realizé directamente en la
celda que contiene la solucion de NADH (Fig. 11). A diferencia de los
nitrocompuestos, las cumarinas no requieren la generacion de un par redox.

Para evaluar la respuesta electroquimica del mediador con el NADH el
electrodo es sumergido en otra celda que contiene una solucién de NADH en
buffer B-R 0,1 M pH 7. Donde se obtuvo la respuesta electroquimica del
mediador con NADH (Fig. 11).

@ Inmersion
x 10 segundos

) Lavado con fl | | { | |
e W

== abundante agua
v o &
Elect.r?do Solucién de Celda con buffer Celda con NADH
modificado compuesto (sin compuesto) buffer B-R 0,1 M
con NTC en solvente (sin nitrocompuesto)

@ Lavado con
abundante agua

Celda con NADH
buffer B-R 0,1 M
(sin cumarina)

Figura 11. Metodologia para el estudio de electrocatalisis de NADH 1)
Inmersion del electrodo GC-NTC en la solucion de nitrocompuesto o cumarina
en solvente. 2) Lavado del electrodo con abundante agua nano pura. 3) Cambio
de celda del electrodo a una celda con NADH.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Caracterizacion electroquimica de compuestos

En este trabajo se utilizaron dos nitrocompuestos y dos cumarinas. Los cuales
son interesantes para la encapsulacion en los electrodos de carbono vitreo
modificados con nanotubos de carbono (GC-NTC). Los compuestos estudiados
fueron los siguientes: 1,4-dinitrobenceno (1,4-DNB), 1,8-dinitroantraquinona
(1,8-DNA), 3-acetil-7,8-dihidroxi-2H-chromen-2-ona (1-cum) y 7,8-dihidroxi-4-
metil-2H-chromen-2-ona (5-cum) (Fig. 12).

1 NO; 5] No 0 NO,
NO-» (@]
3 OH OH

a
HO 0 o HO 0 0
F © F

Figura 12. Estructura quimica de los compuestos. 1) 1,4-Dinitrobenceno (1,4-
DNB). 2) 1,8-Dinitroantraquinona (1,8-DNA). 3) 3-acetil-7,8-dihidroxi-2H-
chromen-2-ona (1-cum). 4) 7,8-dihidroxi-4-metil-2H-chromen-2-ona (5-cum).
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a) Caracterizacion de los nitrocompuestos y cumarinas sobre
electrodos de carbono vitreo.

El comportamiento electroquimico de los compuestos sobre electrodos GC se
caracteriz0 mediante voltametria ciclica de los grupos nitro de los
nitrocompuestos e hidroxilos de las cumarinas, respectivamente. En la figura 13
se muestran los voltamogramas ciclicos de los compuestos obtenidos utilizando
un electrodo GC. Para estas mediciones, los electrodos fueron modificados por
inmersion durante 10 segundos y posteriormente transferidos a una celda con
buffer B-R pH 7, en la cual se realiza la voltametria.

»| 1,4-DNB Ml 1,8-DNA \Vj VI

VI*

21 1§ 51

i/ pA

-15 4 |V
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Il Il

T T T T T
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N
|

T T T T T T T T T T T
-1200 -900 -600 -300 0 300 600 -900 -600 -300 0 300 600

E / mV vs Ag / AgCl E / mV vs Ag / AgCl

Figura 13. Voltamograma ciclico de los compuestos con electrodos GC buffer
B-R0,1MpH?7.

En la figura 13 para el 1,4-DNB, en el primer barrido catédico se observan dos
sefales irreversibles centradas en -260 mV y -643 mV las cuales desaparecen
en un segundo barrido catédico (sefiales | y Il en Fig. 13). Ademas, en
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aproximadamente 0 mV se observa un par redox de los derivados
hidroxilamina/nitroso. Los procesos redox involucrados son:

R—NO, + 4e~ + 4H* > R — NHOH + H,0 (ec. 3)
R—NHOH SR —NO + 2e™ +2H* (ec. 4)

Para la 1,8-DNA (Fig. 13) se observan varias sefales de tipo irreversible en el
primer barrido hacia potenciales negativos, en el siguiente barrido de reduccién
se observa una sefal de baja intensidad (sefial 1V*), posiblemente asociada a la
sefial V y generada por la sefial Ill. Las sefiales | y Il corresponderian a la
reduccion de cada grupo nitro segun la ec. 3. A su vez en 300 mV se observa el
par redox VI/VI* correspondiente a la ec. 4.

En el caso de las cumarinas, el tipo de reaccion depende del pH. A pH acido la
molécula se encuentra completamente protonada, a pH basico estara en su
forma desprotonada. A pH neutro puede mantener un equilibrio acido base de
un solo grupo fenol. En medio acuoso y a pH neutro, el tipo de reaccion es
similar a la de compuestos polifendlicos. En este tipo de reacciones se pierde
un protén y un electrén de cada grupo hidroxilo para generar un derivado de o-
benzoquinonas (ec. 5).

OH OH o ?
HO 0 -0 o
le- le-
ﬁ eﬁ -
-H+ -H+
(ec.5)

b) Caracterizacién de los compuestos sobre electrodos GC con NTCs.

Se estudi6 el comportamiento electroquimico de los compuestos sobre
electrodos GC modificados con nanotubos de carbono (GC-NTC). En la figura
15 se muestran los voltamogramas ciclicos de los compuestos utilizando GC-
NTC.
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Figura 14. Voltamograma ciclico de los compuestos con electrodos GC-NTC
buffer B-R 0,1 M pH 7.

Se puede observar en la figura 14 que para la 1,4-DNB hay una corriente
capacitiva bien definida con tres sefiales correspondientes a tres procesos de
transferencia electrénica de los compuestos, siendo las sefiales | y Il de tipo
irreversible, y la sefal del par redox llI/lII* de tipo reversible. Los potenciales
aparecen en Epi= -316 mV y Epi= -689 mV. Al comparar estos voltamogramas
con los voltamogramas de la figura 13, se observa que hay variacion en los
potenciales de reduccion de los grupos nitro.

En el caso del compuesto 1,8-DNA al comparar el comportamiento a
potenciales negativos con los de la figura 13, se observa el mismo numero de
sefales y un aumento en la intensidad de la corriente.

En las cumarinas al trabajar con electrodos modificados con nanotubos de
carbono se puede observar claramente las sefiales de oxidacion (Fig. 14,
sefales | y I, para 1-cum, y | para 5-cum). En 1-cum no se observan sefiales de
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reduccion, por lo que el proceso es de tipo irreversible. En 5-cum se observa
una sefial reversible en el barrido de oxidacion (Fig. 14, sefal I/I*, 5-cum), la
cual es contante en barridos posteriores con una leve disminucion en la
corriente de pico.

En general al comparar la figura 13 y 14, se observa que en Fig. 13 (electrodo
GC) las corrientes de pico son de menor intensidad y las sefales no estan bien
definidas, en cambio utilizando electrodo GC-NTC se observan sefales bien
definidas y con corrientes de pico altas. Esta diferencia se debe a que la capa
de NTC adherida a la superficie del electrodo aumenta la capacidad de
encapsulamiento de los compuestos y como consecuencia, se obtienen sefales
mas intensas. Para los nitrocompuestos las sefales de los derivados
hidroxilamina/nitroso aparecen bien definidas.

Este comportamiento es similar al que se observa en la voltametria de difusion
de capa fina en comparacién a difusion semiinfinita. En particular, ha habido un
trabajo muy considerable en el uso de nanotubos de carbono para crear capas
porosas en la superficie de los electrodos [35].

Basicamente la difusion de capa fina consiste en que los productos atrapados
de la solucién que contiene analitos actian como pequefias celdas de capa
delgada. Un indicador clave de este comportamiento, es que al observar las
corrientes maximas que fluyen asociadas con el comportamiento de la capa
delgada pueden ser significativamente mayores que las que se observan para
la difusion semiinfinita en un electrodo de la misma area geométrica [35].

GC GC-NTC

Ep I (mV) Ep Il (mV) Ep I (mV) Ep Il (mV)
1,4-DNB -260 -643 -316 -689
1,8-DNA -269 -392 -249 -361
1l-cum 348 - 315 481
5-cum 332 - 301 -

Tabla 1. Potenciales de pico de las sefiales de reduccion de los compuestos en
estudio (sefales | y Il, Fig. 13y 14) sobre GC y GC-NTC.

En la tabla 1 se tabulan los Ep que corresponden a los nitrocompuestos, y sus
sefales de los dos grupos nitros presentes en la molécula. En el caso de las
cumarinas corresponden a las sefales de los compuestos 5-cum y 1-cum figura
14. A partir de los datos obtenidos en la tabla 1 se observa para la 1,4-DNB un
aumento en el potencial de pico catédico con electrodos GC-NTC. Esto es
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diferente para los otros compuestos donde se observa una disminucion de los
potenciales de pico catédicos de los compuestos con electrodos GC
modificados con NTCs, lo que indicaria una actividad electrocatalitica por parte
de los NTC, ya que facilitan la reduccion de los compuestos.

c) Caracterizacion de los procesos redox utilizando electrodos GC-
NTC.

En los electrodos GC-NTC los nitrocompuestos se encuentran en el interior de
la nanoestructura porosa, formada por los nanotubos adheridos al electrodo de
carbono vitreo. Entonces, para describir el estado de los nitrocompuestos en el
electrodo se usara el término de “compuesto encapsulado”.

Debido a la versatilidad que tienen este tipo de electrodos (GC-NTC) es que se
pueden reducir selectivamente uno, dos 0 tres grupos nitro presente en la
molécula aplicando un determinado potencial, generando electroquimicamente
derivados hidroxilamina/nitroso.

El objetivo de este método es aislar las sefiales de reduccion de un grupo nitro,
y estudiar la estabilidad del par redox de los derivados hidroxilamina/nitroso,
generados en los barridos posteriores. Se utilizaron distintos electrodos
modificados con nanotubos de carbono; modificados por inmersion de 10
segundos en una solucién de 1,4-DNB 2 mM y 1,8-DNA 0,3 mM disuelto en
solvente organico, medidos en una celda con buffer Britton-Robinson 0,1 M
ajustado a pH 7. Para realizar una comparacion entre las corrientes, se
obtuvieron los siguientes voltamogramas.

En la figura 15 se observan los voltamogramas ciclicos de los nitrocompuestos,
en linea segmentada los derivados hidroxilamina/nitroso aislados. En linea
continua el voltamograma completo que genera el par redox.
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos de los compuestos en electrodos GC-NTC
en buffer B-R 0,1 M pH 7, con un grupo nitro reducido (linea continua) con los
correspondientes pares redox aislados (linea discontinua).

En la figura 15 se observa que para el 1,4-DNB, al reducir un grupo nitro
disminuye la sefal aislada del par redox, en cambio para el 1,8-DNA, casi no
disminuye el par redox nitroso/hidroxilamina en un barrido posterior. Esto se
puede explicar, debido a las diferencias en sus estructuras, 1,8-DNA tiene dos
anillos aromaticos con electrones 1 lo que permite que se retenga mejor en el
electrodo debido al solapamiento -1 entre el compuesto y la pared de los
nanotubos de carbono. Debido a este fendmeno no se observa una disminucion
de la sefal del par redox como ocurre con 1,4-DNB, que solo tiene un anillo
aromatico.
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4.2. Estabilidad de los compuestos en solucidn

Este experimento tiene como objetivo estudiar la estabilidad de los compuestos
en solucién a pH 7, para determinar el tiempo con el que se puede trabajar con
la solucion de nitrocompuesto. El estudio se realiz6 con un electrodo de
carbono vitreo modificado con NTC mediante la técnica de voltametria de pulso
diferencial (VPD). Las mediciones se realizaron en una solucién buffer Britton-
Robinson 0,1 M a pH 7.

Se estudid la variacion de la corriente de pico (ip) de la reduccion del primer
grupo nitro de 1,4-DNB y 1,8-DNA. Cada medicion se realiz6 por triplicado y
cada triplicado se midié con un lapso de 30 minutos. Se utilizaron distintos
electrodos para cada medicion. El tiempo total del experimento fueron 2 horas.
Los resultados se muestran en la Fig.16.
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Figura 16. Estudio de estabilidad de los nitrocompuestos en buffer B-R 0,1 M
pH 7 con electrodos GC-NTC modificados con A) 1,4-DNB 1 mM. B) 1,8-DNA
0,3 mM.

En la figura 16 se observa que en la 1,4-DNB existe una disminucion en el
tiempo hasta una hora de estudio, luego de ese tiempo se observa un cambio
en la disminucién de la corriente de pico hacia un comportamiento constante
hasta finalizar el tiempo de estudio. En el caso de la 1,8-DNA se observo una
tasa de disminucion en la corriente de reduccion del grupo nitro al transcurrir el
tiempo del experimento. Estos resultados se pueden deber a una
descomposicion del compuesto en solucion.
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Ademas, se puede observar que las corrientes de reduccion fueron poco
estables, lo cual se ve reflejado en las desviaciones estandar, lo que se puede
deber a que la modificacion de los electrodos no es muy reproducible.

Para las cumarinas se estudié la variacion de la corriente de pico (ip) de
oxidacion. Cada medicion se realiz6 por triplicado y cada triplicado se midié con
un lapso de 30 minutos. Se utilizaron distintos electrodos para cada medicion.
El tiempo total del experimento fue 2 horas. Los resultados se muestran en la
Fig. 17.
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Figura 17. Estudio de estabilidad de las cumarinas en buffer B-R 0,1 M pH 7
con electrodos GC-NTC modificados con. A) 1-cum 1 mM B) 5-cum 1 mM.

En la figura 17 se observa que 5-cum es relativamente estable durante el
experimento. En el caso de la 1-cum se observé una constante en la corriente
durante los primeros 30 minutos, luego de este tiempo existe una significativa
disminucién de la corriente de reduccién al transcurrir el tiempo, debido a una
posible descomposicién del compuesto en la solucion.

A partir de los gréaficos obtenidos en las figuras 16 y 17, se obtuvieron las tasas
de decaimiento (tabla 2) de cada uno de los compuestos en estudio. Las cuales
se determinaron a partir de la pendiente de los graficos anteriores.
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Compuestos Tasa de Tasa de N° mayor

Decaimiento Decaimiento Tasa de
(LA / hr) (LA / hr) Decaimiento

1,4-DNB 3,561 E? 6,66 E2 2°

1,8-DNA 1,73 E? 3°

164E! &

Tabla 2. Compuestos con sus respectivas tasas de decaimiento en pA/hr.

Debido a la forma del grafico 17 A, se considera a tasa de decaimiento 4,43 E!
de la 1-cum como valor de comparacion con los otros compuestos. De la tabla 2
se observa que el compuesto con menor tasa de descomposicion es la 5-cum,
por lo que es el compuesto mas estable en comparacion con los otros
compuestos.
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4.3. Estudio de pH de los compuestos en electrodos GC-NTC.
a) Nitrocompuestos

Para este estudio se utilizaron diferentes electrodos de carbono vitreo con
nanotubos de carbono modificados por inmersion en una solucién de 1,4-DNB 2
mM en etanol y 1,8-DNA 0,3 mM en acetonitrilo. La modificacion por inmersion
se hace por 10 seg. Posteriormente los electrodos se lavan con abundante
agua y buffer después de cada modificacion. Las mediciones electroquimicas
se realizaron en diferentes celdas que contienen solo solucion buffer B-R 0,1 M
ajustado a pH 2, 7 y 11 respectivamente.

El mismo procedimiento se realiz6 para los compuestos 1-cum y 5-cum a
concentracion 1 mM.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos de los electrodos modificados con GC-NTC-
1,4-DNB. Medido en una celda con buffer B-R 0,1 MapHs 11, 7y 2.

En la figura 18 se puede observar un desplazamiento en las sefales hacia
potenciales mas negativos a medida que aumenta el pH de la solucion de
trabajo. Ademas, se puede observar que las sefales IlI/lII' son mas definidas a
pH 7. Ademas, se observa que la relacion entre las intensidades de corrientes
entre las sefales | y Il cambian con el aumento de pH. A pH basico la relaciéon
entre las corrientes de las sefiales | y Il es parecida.
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos de electrodo modificado con NTC-1,8-DNA.
Celda con bufferB-R 0,1 MapHs 11,7y 2.

En la figura 19 se pueden observar cambios en la intensidad de la corriente de
reduccion en el grupo nitro presente. A pH acido se observan claramente las
sefales del compuesto 1,8-DNA que corresponden a la reduccion de cada
grupo nitro. A pH neutro las sefiales son un poco mas anchas, en la sefial Ill se
observa una sefal acoplada de baja intensidad en -690 mV. A pH basico las
sefales de los nitrocompuestos corresponden a las sefiales | y I, la sefal 1l
aparece desdoblada a -890 mV. A este pH existe una nueva sefial de
reduccion, sefal V, Fig. 19.

32



Esto hace sospechar que el 1,8-DNA es un compuesto que no esta
completamente puro, ya que en el barrido de oxidacion se observan sefiales de
baja intensidad. Lo cual no concuerda con el comportamiento tipico de un
nitrocompuesto.

b) Estudio de pH de 1-cum
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos de electrodo modificado con NTC-1-cum.
Celda con buffer B-R 0,1 MapHs 11, 7y 2.

A partir de la figura 20 se observa que a pH basico se observa un
comportamiento en donde debiera existir un equilibrio iénico, es por esto por lo
gue se ven dos sefales definidas. La diferencia en las intensidades en las
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sefales se debe a que uno de los dos hidroxilos se desprotona primero y por
ende el otro hidroxilo es mas dificil que se desprotone (ecuacion 6) [36].

OH (0]
+
HO (0] O H HO (@] (0]
H
/ (0] H-‘- / (e}
+H
e+H " €

HO 0o O HO o O

Sefal |, Senal Il,

(ec. 6)

A pH neutro se observa un cambio en el mecanismo donde se desprotona uno

de los dos hidroxilos de la molécula, y se forma un equilibrio de dos especies
(ecuacion 7) [36].



OH

o)
HO o o) o HO o o
%
o)
/ <7+ / o
+H
e/-H
o o
HO o} 0 HO 0 0
/ () / (0]
Sefal |, Sefal Il,
(ec. 7)

A pH &cido se puede observar una sefial reversible de oxidacion. El compuesto

estd en su forma protonada y la sefal reversible corresponde a (ecuacion 8)
[36]:

OH

HO o O

2e/-2H7

T

T
+2e /+2H

Sefal |,

(ec. 8)



c) Estudio de pH de 5-cum
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos de electrodo modificado con NTC-5-cum.
Celda con bufferB-R 0,1 MapHs 11,7y 2.

Al igual que con los otros compuestos, en la figura 21 se observa un
desplazamiento de las sefales de reduccidon hacia potenciales menores a
medida que aumenta el pH del buffer B-R 0,1 M. Ademas, se observa que en
general para esta cumarina las sefales a los distintos pHs se encuentran bien
definidas. A pH acido se observa una sefal reversible. A medida que aumenta
el pH se observa un leve desplazamiento en las sefales I/I'.

A pH basico se observan dos sefales de oxidacion, la primera a un Epl= 100
mV y la segunda a Epll= 600 mV, en el barrido catédico ya no se ve la sefal I,
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lo que implica que el producto formado no se reduce electroquimicamente. Las
sefales reversibles de 5-cum corresponden a procesos segun (ecuacién 9 y
10):

OH o
HO 0] (@) _H+ HO o o
H
+H
. o

Sefial |, Sefial Il,

HO (0] O
\@%;/( -2e /-2H + o]
H
/
+
+2e /+2H

Senal I, Senal |,

(ec.9)

g\ é

(ec. 10)



4.3.1 Estudio del pH con electrodos GC-NTC

Se realiz6 un estudio de la corriente de reduccion de los compuestos a distintos
pH, se utilizé un electrodo de carbono vitreo modificado con NTC mediante la
técnica de voltametria de pulso diferencial (VDP). Las mediciones se realizaron
en una solucion buffer Britton-Robinson 0,1 M ajustado desde pH éacido hasta
pH basico.

Se estudié la variacion de potencial de pico (Ep) de la reduccion de las
cumarinas y los nitrocompuestos. Cada medicion se realiz6 por triplicado
ajustado al pH en estudio. Se utilizaron distintos electrodos para cada medicion
con el fin de evaluar el pH al cual trabajar (Fig. 22).
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Figura 22. Estudio de pH de los nitrocompuestos y cumarinas en buffer B-R 0,1
M pH ajustado, con electrodos GC-NTC modificados con. A) 1,4-DNB 1 mM B)
1,8-DNA 0,3 mM. C) 1-cum 1 mM. D) 5-cum 1 mM.
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En la figura 22 el potencial de pico varia linealmente con el pH para todo el
intervalo estudiado, con un quiebre caracteristico. En el caso de cum-1 se
observa un quiebre a pH 10 que probablemente se debe a un cambio en el
equilibrio de protonacion-desprotonacion de la especie electroactiva. Se
observo que los potenciales de pico se desplazan levemente a valores menos
positivos, a medida que aumenta el pH de la solucién buffer.

Compuestos Pendientes Pendientes Orden de

(V/pH) (V/pH) sensibilidad

0,057 0,025 3
0,059 0,030 2
0,064 r
0,051 &

Tabla 3. Variacion del potencial de pico por unidad de pH.

A partir de las pendientes obtenidas de la tabla 3, se observa que el compuesto
mas sensible al cambio de pH es la 1-cum. Ademas, este comportamiento pH-
dependiente tiene relacion lineal (Ep vs pH), con una pendiente de -64 mV por
unidad de pH. Este comportamiento podria deberse a que, con la disminucion
de protones con el aumento de pH, la oxidacién es menos favorecida, por lo
que se observa una disminucién en los potenciales de pico.
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4.4 Estabilidad de los compuestos encapsulados en los electrodos
modificados.

Debido a que los electrodos modificados con nanotubos de carbono funcionan
reteniendo compuestos poco solubles en la red de nanotubos. En este
experimento se tiene como objetivo estudiar la estabilidad de los compuestos
encapsulados en el electrodo modificado. Este estudio se realiz6 con un
electrodo de carbono vitreo modificado con NTC y dipping en nitrocompuesto.
Se utilizé la técnica de voltametria ciclica (VC) y las mediciones se realizaron en
una solucion buffer Britton-Robinson 0,1 M a pH 7.

Cada medicion voltamétrica se realiz0 sin sacar el electrodo de la celda,
haciendo barridos de potencial cada 5 minutos para seguir la variacion de la
sefal electroquimica en el tiempo.

En el caso de los nitrocompuestos se estudio la variacién de la corriente de pico
(ip) (Fig. 23 A y B). Para cada medicion se utilizaron distintos electrodos, el
tiempo total de medicion fue 1 hora. El mismo procedimiento se realizé para la
5-cumarina (Fig. 23 C).
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Figura 23. Voltamograma ciclico y variacién de corriente pico de reduccion para
los electrodos GC-NTC medido en buffer B-R pH 7, a distintos tiempos. Ay A’)

1,4-DNB. B y B’) 1,8-DNA. C y C’)5-cum.
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Al observar los voltamogramas obtenidos en la figura 23 B, las sefales de
oxidacion y reduccién se mantienen en el tiempo sin mayor variacion en la
corriente, por lo que se deduce que el compuesto es retenido de manera
estable por el electrodo.

Para 1,4-DNB se observa solo en el primer barrido una sefal intensa de
corriente de pico del par redox. En los barridos posteriores se observa una
considerable disminucion en las corrientes de pico del mediador con el nimero
de barridos aplicados. En Fig. 23 A’ se observa un decaimiento de la sefial de
corriente es del tipo exponencial, con una tasa de disminucion instantdnea de
pendiente 4,97x10¢ A min.

En la figura 23 C se observa una leve disminucién de las corrientes de pico del
par redox con los barridos a distintos tiempos, por lo que el mediador no es muy
estable en el electrodo. En la Fig. 23 C’ se observa una disminucion constante
en la corriente con una pendiente de 1,354x10° A minL.

Por lo que, se concluye que estos compuestos 1,4-DNB y 5-cum se retienen
menos en el electrodo.
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4.5 Efecto de la velocidad de barrido sobre los compuestos en electrodos
GC-NTC

Utilizando voltametria ciclica se evalu6 el efecto de la velocidad de barrido
sobre las sefiales del par redox de los compuestos encapsulados en el
electrodo. En el caso de los nitrocompuestos, 1,4-DNB y 1,8-DNA, para generar
el par redox de cada uno de ellos, se redujo solo el primer grupo nitro de cada
molécula, obteniéndose el par redox nitroso/hidroxilamina (ec. 11). El efecto de
la velocidad de barrido se estudié entre 50 y 1500 mV/s.

R—NO, + 4e~ + 4H* > R — NHOH + H,0 (ec. 11)

Todas las mediciones se realizaron en una celda con buffer B-R 0,1 M pH 7, por
triplicado usando el mismo electrodo por cada nitrocompuesto. Las mediciones
se realizaron con electrodos GC-NTC modificados por el método de dipping
durante 10 segundos, en una solucién de 1,4-DNB y 1,8-DNA, 1 y 0,3 mM,
respectivamente. En la figura 24 se muestran los voltamogramas de los
nitrocompuestos a distintas velocidades de barrido.
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos a distintas velocidades de barrido para los
electrodos A) GC-NTC-1,4-DNB y B) GC-NTC-1,8-DNA, respectivamente,
medidos en buffer B-R pH 7.

En la figura 24 se puede observar que, en los nitrocompuestos, las corrientes
de oxidacion y reduccion del par redox aumentan con el aumento de la
velocidad de barrido. Ademas, se observo un desplazamiento de los potenciales
de pico anddico y catédico, hacia potenciales mas positivos y negativos
respectivamente, con el aumento de la velocidad de barrido.

43



Para las mediciones de la 5-cum, compuesto no nitrado, se evalué por
voltametria ciclica el efecto de la velocidad de barrido sobre las sefales del par
redox (Fig. 25). Las mediciones se realizaron con electrodos GC-NTC
modificados por el método de dipping durante 10 s, en una solucion de 5-cum 1
mM en acetonitrilo. Todas las mediciones se realizaron en una celda con buffer
B-R 0,1 M pH 7 por triplicado, usando electrodos GC-NTC.
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Figura 25. Voltamograma ciclico a distintas velocidades de barrido para los
electrodos GC-NTC-5-cum medidos en buffer B-R pH 7.

En la figura 25 se puede observar el mismo comportamiento que en los
nitrocompuestos (Fig. 24). Al aumentar la velocidad de barrido se observa un
aumento en el par redox y un desplazamiento de los potenciales de pico
anaddico, hacia potenciales mas positivos y un desplazamiento del pico catédico
hacia potenciales menos positivos.
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4.6 Determinacion de la constante de transferencia heterogénea kn

Para la reaccion de electrocatélisis, los compuestos deben actuar como
mediadores de la transferencia de electrones del proceso. Por lo que conocer la
constante de transferencia heterogénea nos da informacion de que mediadores
interactuan mejor con los NTC. El coeficiente de transferencia de carga, q, y la
constante de transferencia heterogénea del proceso redox, kn, pueden ser
obtenidos experimentalmente utilizando el método de Laviron. El cual se aplica
para especies adsorbidas en electrodos. El método de Laviron permite calcular
el coeficiente de transferencia de carga, la cual es una medida de la simetria de
la barrera de energia de la reaccion redox. Para la determinacion de kn es
necesario determinar el valor de a, el cual se determina a partir del grafico de
potencial de pico, Ep, frente al logaritmo de la velocidad de barrido.

A partir de las figuras 24 y 25, se obtuvieron los datos de los potenciales de
picos anddicos y catédicos, a distintas velocidades de barrido, Epac versus log v
(figura 26).

Segun el método de Laviron se deben usar datos con AEp » (200/n), donde n es
el numero de electrones transferidos. Tanto para las reacciones del par redox
nitroso/hidroxilamina y para la cumarina, hay 2 electrones transferidos, por lo
tanto, n=2, y se usa AEp » 100 mV en el calculo de la constante de transferencia
heterogénea kn. Estas condiciones se cumplen a altas velocidades de barrido
con un comportamiento lineal entre Ep y log v. A continuacion, se presentan las
regresiones lineales en el grafico de Ep versus log v (figura 26). Cada punto en
los gréaficos se hizo por triplicado.
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Figura 26. Variacion del potencial de pico versus el logaritmo de la velocidad de
barrido anddico y catédico. A) 1,4-DNB. B) 1,8-DNA. C) 5-cum.

A partir de la figura 26 se obtuvieron las pendientes de las rectas, de las cuales

al utilizar las ecuaciones 12 y 13, se obtuvo a anddico o catddico,
respectivamente.

Caso anddico: ma = (fj% (ec. 12)
Caso catédico: mc = _i’z? (ec. 13)

46



Donde:

m: es la pendiente, anddica o catodica dependiendo del caso.
R: Constante Universal de los gases, 8,314 (J/molK).

T: temperatura, 298 (K).

n: numero de electrones transferidos, n = 2.

F: constante de Faraday, 96500 (C/mol).

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos.

Pendiente Oa Pendiente Oc
anodica catodica

A) 1,4-DNB [[FH 0,72 -0,11 0,28
B) 1,8-DNA [iFE! 0,76 -0,95 0,31
0,15 0,80 -0,15 0,20

Tabla 4. Resultados obtenidos para la pendiente de la recta anddica y catddica,
y su respectivo valor de a para los distintos compuestos.

Los a anddicos (tabla 4) obtenidos para todos los compuestos encapsulados en
los electrodos GC-NTC, 1,4-DNB, 18-DNA y 5-cum, son aproximadamente igual
a 0,8, el cual es el valor mas cercano a 1, lo que indica que el intermediario es
mas parecido a los productos. Por otra parte, los a catddicos (tabla 4) son
cercanos a 0,3 en el caso de los nitrocompuestos y 0,2 en el caso de la
cumarina (valores cercanos a 0, para todos los compuestos), lo que indicaria
gue los intermediarios formados en la reduccidn son mas parecidos a los
reactantes.

A partir de los datos obtenidos de la tabla 4, se calcularon las velocidades de
barrido anddico y catddico. Estas velocidades de barrido se calcularon a partir
de las ecuaciones obtenidas de las regresiones, a continuacion, se muestra un
ejemplo, utilizando los datos obtenidos del compuesto 1,4-DNB.

Caso anodico: Epa = 0,10584 log,, — 0,20574 (ec. 14)

Caso catodico: Epc = —-0,10629 log,,_ + 0,31416 (ec. 15)
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A continuacion, se muestran los resultados obtenidos.

Epa/ Epc (V) Va (MV/s) Ve (MV/s)

A) 1,4-DNB 0,053 279,4 285,4

B) 1,8-DNA  Hexkjl 103,1 126,0

C) 5-cum 0,258 137,8 130,3
Tabla 5. Resultados obtenidos para la pendiente de la recta anddica y catddica,
y su respectivo valor de a para los distintos compuestos.

Una vez obtenidas las velocidades para los procesos de oxidacion y reduccion
(tabla 5), se procede a calcular la constante de transferencia, kn. Utilizando las
ecuaciones 16 y 17.

_ (A-xg)nFy,

Caso anddico: kina o7 (ec. 16)
Caso catédico: k. = %:—'Tr"‘ (ec. 17)

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos, a partir de las ecuaciones
16y 17.

Knha (52 Kne (s2) Kn (s

A) 1,4-DNB 6,09 6,23 6,16
B) 1,8-DNA 1,93 3,04 2,49
215 203 209

Tabla 6. Resultados obtenidos para la constante de transferencia anddica y
catddica.

En la tabla 6 se observa que el compuesto con mayor valor de kn, es decir, que
transfiere los electrones a una mayor velocidad es el 1,4-DNB con 6,16 s, a
continuacion le sigue 1,8-DNA con 2,49 s'y la 5-cum con 2,09 s. Por lo tanto,
el compuesto mas eficiente como mediador redox, en términos de velocidad de
transferencia, es la 1,4-DNB.

Al observar los datos reportados en tesis Inostroza R., E. G. 2016. Compuestos
polinitrados como mediadores electrocataliticos de NADH en electrodos
modificados con nanotubos de carbono. Memoria de Quimico. Santiago,
Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas., el
nitrocompuesto con el mayor valor de kn, es el 1,3-dinitrobenceno (DNB) con
5,08 s?, luego le sigue 1,3,5-trinitrobenceno (TNB) con 4,36 s' y &cido
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dinitrobenceno (3,5-DNB) con 4,16 s. En este caso el compuesto mas eficiente
como mediador electrocatalitico es el DNB.

Al comparar los valores obtenidos con los valores reportados GC-NTC
modificados con DNB como mediador redox del NADH (kn = 5,08 s?), se
obtuvieron valores mucho mayores. Lo que implica que el compuesto mas
eficiente como mediador electrocatalitico, comparado con los datos de la
referencia seria el 1,4-DNB.
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4.7 Caracterizacion electroquimica del NADH

Mediante voltametria ciclica se estudi6 la respuesta electroquimica del NADH
sobre un electrodo GC-NTC. La medicion se realizé en una celda con solucién
de NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7. En la figura 27 se muestra el
voltamograma ciclico caracteristico de NADH 3 mM en buffer B-R 1 M pH 7.
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Figura 27. Voltamograma ciclico del NADH sobre electrodo GC-NTC en buffer
B-R 0,1 mM pH 7.

En el primer barrido de oxidacion del NADH (sefal I, Fig. 27), se observa una
sefial a un potencial de 370 mV. En el segundo barrido anddico se observa la
misma sefal, pero con menor intensidad de corriente, esto se debe a la lenta
renovacion del NADH en el electrodo desde el seno de la solucion (sefial Il, Fig.
27) [37].

El proceso de oxidacion del NADH involucra dos electrones y un proton para
formar la especie oxidada NAD*. El proceso de oxidacion se describe a
continuacion (ec. 18).

NADH — NAD* +2e~ + H* (ec. 18)
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4.8 Electrocatalisis de electrodos modificados con NTC con diferentes
mediadores sobre NADH

En este estudio se evalud la posibilidad de que los pares redox generados
electroquimicamente, a partir de los nitrocompuestos y las cumarinas
encapsulados, en los NTC puedan actuar como mediadores de reacciones
electroquimicas de un compuesto de interés bioldgico como el NADH. El
nitrocompuesto encapsulado en el electrodo fue evaluado como mediador
electroquimico, después de la reduccién electroquimica de uno de sus grupos
nitro. En este experimento se utilizaron dos celdas, una de ellas con solucion
buffer B-R 1 M pH 7 y la otra con NADH 3 mM (Fig 28).

En la celda que contiene el buffer se utilizd un electrodo modificado con
nanotubos de carbono previamente sumergido en wuna soluciébn de
nitrocompuesto por 10 segundos, para encapsular el compuesto y formar
electroquimicamente el derivado hidroxilamina o nitroso encapsulado en la red
de nanotubos de carbono.

En la figura 28 se observan en linea segmentada los voltamogramas que
muestran la modificacion electroquimica de los electrodos GC-NTC con el
mediador redox hidroxilamina/nitroso en buffer B-R 0,1 M pH 7. En estos
voltamogramas se observa que las sefiales del mediador tienen mayor
intensidad de corriente que los obtenidos en presencia de NADH. En linea
continua se observa que en el primer barrido de potencial aparece la sefal de
oxidacion de NADH electrocatalizado (sefial I, continua Fig. 28) mas intensa
gue en el segundo barrido de potencial, esta sefial se observa en un potencial
cercano al del mediador redox (sefial IV en Ay sefial lll en B, de la Fig. 28).
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Figura 28. Voltamogramas ciclicos de electrodos GC-NTC-Mediador. En linea
segmentada, el par redox hidroxilamina/nitroso para cada compuesto medido en
buffer B-R 0,1 M pH 7. En linea continua, electrodos con par redox encapsulado
en el electrodo (GC-NTC-Mediador) medido en una solucion NADH 3 mM en
buffer B-R 0,1 M pH 7. A) Electrodo GC-NTC-1,4-DNB B) GC-NTC-1,8-DNA.

En la figura 28 A se observa en linea continua el primer barrido, donde la sefial |
corresponde a la oxidacion del mediador y al NADH electrocatalizado, la sefal Il
a 373 mV corresponde a la oxidacion del NADH sin electrocatalizar con una
intensidad de corriente muy baja (sefial Il, Fig. 28 A), la sefal Ill corresponde a
la reduccion del mediador (de nitrosos a hidroxilamina) y la sefial IV
corresponde a la oxidacion del mediador (de hidroxilamina a nitroso). En
cambio, en el caso del voltamograma figura 28 B no aparece la sefal
caracteristica del NADH. Para ambos casos se indicaria una actividad
electrocatalitica por parte de los mediadores redox, desplazando el potencial de
oxidacion del NADH a un potencial cercano al del mediador.

Al observar el voltamograma obtenido en la figura 28 A se puede determinar la
corriente electrocatalitica, la cual corresponde a la diferencia entre el primer y
segundo barrido con sentido positivo (corrientes de la sefial | — sefial IV, en Fig.
28 A). Y donde el par redox (sefales lll y IV, en Fig. 28A) corresponde a la
sefial del mediador encapsulado en el electrodo. Esto indica que no se observa
electrocatalisis en un barrido de oxidacion consecutivo.

Para el caso de las cumarinas los experimentos se realizaron en una celda con
solucion de NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7, para cada medicion se
usaron distintos electrodos GC-NTC. En cada experimento el electrodo GC-
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NTC es sumergido por 10 segundos en solucion de 1-cum y 5-cum, luego es
lavado con abundante agua y llevado a la celda que contiene NADH (Fig. 29).
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Figura 29. Voltamogramas ciclicos de electrodos GC-NTC-Mediador. En linea
discontinua, sin NADH. En linea continua, en presencia de NADH. A) electrodo
GC-NTC-1-cum. B) GC-NTC-5-cum.

En la figura 29 A, se observan varias sefales en el barrido de oxidacion, las
cuales corresponden a las sefales de la 1-cumarina y la del NADH.

En la figura 29 B, se muestran los voltamogramas ciclicos de la 5-cum y la 5-
cum en presencia de NADH. Cuando la cumarina esta en presencia de NADH,
la sefial obtenida en el primer barrido de oxidacion es mas ancha y mas alta,
con una preonda en la sefial I. La sefial de oxidacion en linea segmentada de la
5-cum, se observa en el mismo potencial del NADH en presencia de 5 cum. La
sefial de 5-cum es reversible con corrientes de oxidacion y reduccion
equivalentes en intensidad de corriente. En presencia de NADH la sefal de
oxidacién siempre es mas intensa debido a NADH.

Las comparaciones como la de la figura 29, son necesarias para las cumarinas
porque en los nitrocompuestos se puede detectar con claridad la sefal que
corresponde a NADH y cual sefial corresponde al mediador. Sin embargo, en
las cumarinas la diferencia no es clara, debido a que la electroquimica de una
de las cumarinas es del tipo irreversible y la otra del tipo reversible. Ademas, el
desplazamiento de la sefial de NADH esta en la zona de potenciales de las
cumarinas. Mas adelante se mostrara la diferencia entre la corriente catalitica y
la corriente de oxidacion del mediador.
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4.9 Estudio de las sefales a distintos tiempos de interacciéon en NADH

El tiempo de inmersion del electrodo GC-NTC en NADH tiene directa relacion
con la corriente de pico de la sefial de oxidacion del NADH. Este experimento
tiene como objetivo estudiar el efecto del tiempo de interaccion del electrodo
GC modificado con nanotubos de carbono y mediador (GC-NTC-Med) en la
electrocatalisis de NADH, antes de aplicar el barrido de potencial.

El experimento se realiz6 con un electrodo modificado con el mediador redox.
La modificacion para los nitrocompuestos se realiz6 mediante dipping por 10s.
posteriormente el electrodo es lavado con abundante agua y sumergido en una
celda que contiene buffer B-R 0,1 M pH 7, aplicando un barrido de potencial que
permita reducir un solo grupo nitro presente en la molécula del nitrocompuesto
encapsulado en los intersticios de los NTC, y asi generando el correspondiente
mediador redox. Luego este mismo electrodo es colocado en la celda que
contiene NADH 3 mM en B-R 0,1 M pH 7, donde es medido a distintos tiempos
de interaccion. En el caso de las cumarinas, estas fueron modificadas mediante
dipping por 10 s, lavado con abundante agua y sumergido en celda que
contiene NADH 3 mM en B-R 0,1 M pH 7 [37].

En la figura 30, 31 y 33 se muestran los voltamogramas ciclicos de los
electrodos modificados (GC-NTC-Med) con distintos tiempos de interaccion en
NADH.
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Figura 30. Voltamogramas ciclicos de electrodos GC-NTC medido a distintos
tiempos de interaccion con NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7. A) 1,4-DNB.
B) 1,8-DNA.

En la figura 30 A se puede observar la variacion de la sefial electrocatalitica del
NADH (Ep= 70 mV) en el potencial de oxidacion del mediador, en cambio la
sefial de oxidacion del NADH sin electrocatalizar se observa en Ep = 400 mV.
Ademas, el maximo de corriente catalitica ip, del conjunto Med-NADH se
obtiene a los 10 segundos de inmersion del electrodo previo a la aplicacion del
barrido de potencial en NADH. Para tiempos mayores de inmersion se observo
una disminucién de las ip cataliticas Med-NADH. Desde los 30 segundos de
interaccion, se observé un aumento de la sefial del NADH sin electrocatalizar
(Ep = 400 mV). Esto indica una disminucién del mediador en el electrodo, a
medida que avanza el tiempo de interaccion con NADH, lo cual sugiere que el
mediador difunde desde el electrodo hacia la solucion en presencia de NADH.

En B se puede observar que cuando se usa 1,8-DNA como mediador, se
observa que la mayor corriente catalitica se observa a los 10 segundos de
inmersion (Ep = 160 mV). La sefal de corriente de oxidacion del NADH sin
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electrocatalizar (Ep = 400 mV) aparece al cabo de 850 segundos de inmersion
del electrodo, aumentando un poco hasta los 34 min de duracion del
experimento. La sefial del mediador disminuye poco a poco con el tiempo de
interaccion.

b) 1-cum
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Figura 31. Voltamogramas ciclicos de electrodos GC-NTC-1-cum medido a
distintos tiempos de interaccion con NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

En los voltamogramas obtenidos de la figura 31 se observa la electrocatalisis
del compuesto a los 2 segundos. En un posterior barrido se observa que el
compuesto inicial ya no se encuentra en el del electrodo, debido a un proceso
de desorcién, que muestra la disminucién en la corriente. A los 33 segundos de
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la primera medicion se puede observar la sefial del NADH sin electrocatalizar.
Después de 82 segundos la sefal es mas clara a un potencial de 300 mV. En el
altimo voltamograma (a los 362 segundos) se puede observar un aumento en la
corriente, por lo que se puede deducir que del compuesto ya no se encuentra
en la superficie del electrodo y el NADH sin electrocatalizar esta aumentando.
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Figura 32. Voltamograma ciclico en electrodo GC-NTC. A) 1-cum. B) 1-cum
con NADH.

El voltamograma caracteristico de la 1-cum se muestra en la figura 32 A, sonde
se observan las sefiales caracteristicas de la 1-cum en electrodos con GC-NTC,
en ausencia de NADH, al comparar con el voltamograma obtenido en la figura
32 B donde se puede ver que cuando hay interacciones entre la 1-cum y el
NADH (Fig. 32 B), la seial de la 1-cum se divide en 2 sefiales de diferente
intensidad de corriente, las sefiales | y Il. La sefial 1ll, es mucho mas baja, la
cual corresponderia al mediador. Como también podria corresponder al NADH.
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c) 5-cum
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Figura 33. Voltamogramas ciclicos de electrodos GC-NTC-5-cum medido a
distintos tiempos de interaccion con NADH 3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7.

En la figura 33 a los dos segundos de inmersion se puede observar la sefal
electrocatalitica de NADH, la cual solo cambia en la intensidad de corriente
hasta los 82 segundos de interaccion del electrodo con el NADH. A los 82
segundos se observa que en el segundo barrido disminuye en la intensidad de
corriente, lo cual seria un indicador de una reaccion quimica que genera
productos no electroquimicamente activos, ya que desaparece la corriente
catodica.
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4.10 Determinacion de la concentracion minima de mediador para
electrocatélisis de NADH

Con el objetivo de encontrar la concentracion minima de nitrocompuesto capaz
de electrocatalizar todo el NADH presente en el electrodo con NTCs, se estudi6
la variacion de la concentracion del nitrocompuesto en los electrodos GC-NTC-
Med. El experimento se realizé utilizando una concentracion fija de NADH de 3
mM en buffer B-R siguiendo la metodologia de “Estudios de electrocatalisis”,
descrita en el punto 3. En las siguientes figuras se muestran los voltamogramas
ciclicos a diferentes concentraciones de mediador en electrodos GC-NTC,
medidos en celdas con NADH 3 mM en B-R 0,1 M pH 7 con el tiempo de
interaccién optimizado para cada compuesto durante 10 segundos.

En este experimento las concentraciones del mediador se disminuyen hasta
que aparece la sefial del NADH sin electrocatalizar. Las concentraciones
utilizadas aparecen en la figura 34 para cada mediador, respectivamente.

Para el caso de la cumarina, esta se analiz6 solo en la celda con NADH,
descrita en el punto 2 y se utilizé un tiempo éptimo de inmersién en la celda de
10 segundos.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 34. Voltamograma de electrodos GC-NTC-Med modificados con
distintas concentraciones de mediador a una concentracion constante de NADH
3 mM en buffer B-R 0,1 M pH 7. A) 1,4-DNB. B) 1,8-DNA. C) 5-cum.
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En la figura 34, se observan los voltamogramas ciclicos de oxidacion de
mediador en presencia de NADH, a distintas concentraciones de mediador.
Donde a medida que disminuye la concentracion, también lo hace la corriente y
aparece la sefial de NADH sin electrocatalizar. Se observa que la concentracion
minima de 1,4-DNB y 1,8-DNA, es de 2 mM y 0,1 mM, respectivamente,
concentraciones en las cuales no se observa la sefial de NADH sin
electrocatalizar.

Para el caso de la 5-cum se puede observar cualitativamente que existe un
cambio en las sefiales voltamétricas a medida que se disminuyen las
concentraciones de cumarina. A medida que va disminuyendo la concentracion,
disminuye la corriente.
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4.11 Efecto de la concentracion de NADH sobre el electrodo GC-NTC-Med

A partir del estudio anterior 4.10 se determind la concentracibn minima de
mediador requerida para la electrocatalisis de NADH, en estos experimentos se
busca determinar la concentracion maxima de NADH que puede electrocatalizar
esta cantidad de mediador bajo las mismas condiciones.

Para esto se realizO un experimento para estudiar la variacion de la
concentracion de NADH en electrodos modificados GC-NTC-Med, se utilizo la
concentracion minima de mediador ya determinado anteriormente. En las
figuras A y B se muestran los voltamogramas ciclicos obtenidos al variar la
concentracion de NADH. En todos los experimentos, las concentraciones de
mediador fueron 2 mM para 1,4-DNB (Fig. 35 A), 0,1 mM para 1,8-DNA (Fig. 35
B), 0,3 mM para 1-cum (Fig. 36 A) y 0,05 mM para 5-cum (Fig. 36 B), en buffer
B-R0O,1MpH?7.
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Figura 35. Voltamograma ciclico a distintas concentraciones de NADH en buffer
B-R 0,1 M pH 7 a una concentracion fija de A) 1,4-DNB 2 mM y B) 1,8-DNA 0,1
mM, en electrodos GC-NTC.
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En la figura 35 se observa un aumento de corriente de la sefial de NADH sin
electrocatalizar cercana a 400 mV, al aumentar la concentracion de NADH en la
celda.
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Figura 36. Voltamograma ciclico a distintas concentraciones de NADH en buffer
B-R 0,1 M pH 7 a una concentracion fija de A) 1-cum 0,3 mM y B) 5-cum 0,05
mM, en electrodos GC-NTC.

Se observa para la figura 36 A un cambio entre los voltamogramas ciclicos con
la variacion de las concentraciones de NADH. Como la sefal de la cumarina
sale en potenciales cercanos a los potenciales de NADH sin electrocatalizar
(Ep= 400 mV) no es posible determinar con claridad las sefiales. Ademas, las
corrientes picos se mantienen constantes al ir aumentando las concentraciones
de NADH.

En el caso de la figura 36 A y B se observa el mismo comportamiento en todos

los voltamogramas ciclicos con la variacion de las concentraciones de NADH. Al
igual que en el caso anterior no se puede determinar NADH sin electrocatalizar.
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4.12 Determinacion de la constante de velocidad ks del NADH

Para este experimento se estudio la respuesta electroquimica de NADH sobre
un electrodo GC-NTC (Fig. 37), a distintas velocidades de barrido con el
objetivo de utilizar el método de Laviron en la determinacién de la constante de
velocidad heterogénea.

Las mediciones se realizaron en una celda electroquimica con solucion NADH 3
mM en buffer B-R 0,1 M pH 7. Los barridos electroquimicos se inician después
de 3 minutos de la inmersion del electrodo en la celda con NADH. Se aplican
barridos de velocidad desde 50 mV a 1500 mV, el electrodo no se retird de la
celda, una vez realizado el primer voltamograma a velocidad de barrido de 50
mV se inicia el siguiente voltamograma a velocidad de 100 mV, y asi
consecutivamente, hasta llegar a velocidad maxima (1500 mV). Las mediciones
se realizaron con tres electrodos, para obtener un triplicado de las mediciones.
Para evaluar la constante cinética del proceso se utilizo la ecuacion de Laviron
(ec. 14):

RTEs _ BT (ec. 14)

anF anF

E, =E°+-—In
anF

Donde a es el coeficiente de transferencia de electrones, ks la constante de
velocidad estandar de la reaccién de superficie, v la velocidad de barrido, E° el
potencial formal y n el nUmero de electrones transferidos [38]. De acuerdo con
la ecuacién 14, el grafico de Ep vs Lnv debe ser lineal para los voltamogramas
a diferentes velocidades de barrido. El valor a se puede determinar a partir de la
pendiente y el valor de ks se puede calcular a partir del intercepto. El valor de E°
se puede determinar a partir de Ep vs. v extrapolando la linea a v = 0.

Los voltamogramas ciclicos del experimento se muestran en la figura 37.
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Figura 37. Voltamograma ciclico del NADH sobre electrodo GC-NTC en buffer
B-R 0,1 M pH 7, velocidad de barrido desde 50 mV hasta 1500 mV.

En la figura 37 se observa que, al aumentar la velocidad de barrido, aumenta la
corriente anddica y, ademas, se observa un desplazamiento en los potenciales
al aumentar la velocidad de barrido. A partir de la figura 37 se grafican los
potenciales de pico versus la velocidad de barrido, obteniéndose la figura 38.
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Figura 38. Relacion entre el potencial de pico y la velocidad de barrido del
NADH.
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En la figura 38 se puede observar que la relacion entre el potencial de pico y la
velocidad de barrido del NADH no es lineal en los primeros puntos
(aproximadamente entre 0 y 200 mV/st). Por lo que, para la determinacién de
la constante heterogénea, se determina donde es lineal entre 200 mV/s'y 500
mV/st. Tomando los potenciales de pico y las velocidades de barrido descritas
anteriormente se obtuvo la figura 39.
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Figura 39. Relacion entre el potencial pico y el logaritmo natural de la velocidad
de barrido del NADH.

Al observar los datos obtenidos en la figura 38 y 39, se puede observar que no
es lineal por lo que se escogieron valores de velocidad de barrido desde 200
mV/st hasta 500 mV/st, como se observa en la figura 40. Los valores de baja
velocidad con tendencia lineal permiten obtener una buena aproximacion de E°
cuando v = 0. Con esta aproximacion se puede resolver la ecuacion de Laviron
(ec. 14) [38].
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Figura 40. A) Relacién entre el potencial pico y la velocidad de barrido del
NADH, B) Relacion entre el potencial pico y el logaritmo natural de la velocidad
de barrido del NADH, para velocidad de barrido entre 200 mV y 500 mV.
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La Fig. 40 A muestra las graficas de potencial de pico versus el logaritmo
natural de la velocidad del pico anddico, mientras que en la figura 40 B se

observa el potencial de pico versus la velocidad para el pico anddico.

En la figura 41 se observan los resultados de la repeticién del experimento
anteriormente mencionado en electrodos de carbono vitreo (resultados vistos

en figura 37), las mediciones se hicieron bajo los mismos parametros.
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Figura 41. Voltamograma ciclico del NADH sobre electrodo GC en buffer B-R
0,1 M pH 7, velocidad de barrido desde 50 mV hasta 1500 mV. A) Relacion
entre el potencial pico y la velocidad de barrido del NADH, B) Relacion entre el
potencial pico y el logaritmo natural de la velocidad de barrido del NADH, para
velocidad de barrido entre 200 mV y 500 mV.
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En la figura 41 se tomaron en cuenta los mismos parametros que en electrodos
GC-NTC, para el calculo de la constante de velocidad. Los datos obtenidos, se
reemplazaron en la ecuacion 14. Los resultados obtenidos a partir de la figura
37 y 41, reemplazados en la ecuacion 14, se muestran en la tabla 7.

GC-NTC 0,055 0,072 0,395 0,36 0,13
GC 0,494 0,033 0,650 0,78 0,27

Tabla 7. Valores obtenidos del intercepto y la pendiente de la Fig. 40 y 41. A),
E° obtenido de la Fig. 40y 41. B), an y ks.

De la tabla 7 se observa que el compuesto con mayor valor de ks, es decir, que
donde ocurre con mayor velocidad las reacciones es en electrodos GC 0,27 s.
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4.13 Comportamiento de la corriente electrocatalitica del sistema GCNTC-
Med-NADH

Con el fin de determinar el comportamiento de la corriente electrocatalitica en
relacion con la corriente de la 1,8-DNA como mediador redox, se evalud el
efecto de la difusion del mediador en presencia de NADH.

Este experimento se realizé a distintas velocidades de barrido de 100 a 1000
mVs=. Se utilizaron electrodos GC-NTC -1,8-DNA modificados con 1,8-DNA 0,3
mM. En la figura 42 se muestran los voltamogramas obtenidos para los
electrodos en solucion de NADH 3 mM en buffer B-R pH 7. Las corrientes que
fueron obtenidas a cada velocidad se expresaron en términos de porcentaje,
Tabla 8.

69



-200 0 200 400 600 800

1000mv/s] 1t T '
1000 F
500 |
0 -
-500 Il
N 1 1 1 " 1 " 1 1
960 800 mV/s |
480 - /ﬂ
0 —
< °F &
3
- -480 \ ' | ] . ] 1 . ]
— 780 | 500 mV/s
390 |
0} & j
-390 - L 1 ! !
240 | 100 mV/s I
160
80 |
ol %
'80 " 1 “ 1 " 1 " 1 " 1
-200 0 200 400 600 800

E / mV vs Ag / AgCl

Figura 42. Voltamogramas ciclicos a distintas velocidades de barrido para
electrodos GC-NTCM modificados con 1,8-DNA 0,3 mM en NADH 3 mM en
buffer B-R 0,1 M pH 7.

Para los voltamogramas ciclicos de la figura 42 la corriente catalitica se define
como la diferencia entre la sefial |, Fig. 42 (conjunto Med-NADH) y la sefal de
reduccion del mediador (sefial 1l en Fig. 42) (ec. 15).

Ip electrocatalitica = ip sefial | — ip sefal Il (ec. 15)
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Velocidad de barrido ip catalitica Desviacion estandar

(mV/s) ip seiial I
100 79,9 3,48
500 70,0 1,75
800 72,6 4,26
1000 75,7 2,74

Tabla 8. Relacion entre el promedio de la corriente electrocatalitica (Med-
NADH) y el promedio del triplicado de la corriente de pico de la sefal de
reduccion del mediador a diferentes velocidades de barrido.

Al observar la tabla 8, al aumentar la velocidad de barrido existe una pequefia
disminucién en el porcentaje que relaciona la corriente electrocatalitica con la
corriente del mediador. La concentracion del NADH es la misma en todo el
experimento, por lo que la leve disminucion del porcentaje al aumentar la
velocidad de barrido se debe a que la sefial de oxidacion se hace mas ancha al
aumentar la velocidad de barrido. En la tabla 9 se muestra el célculo de los
porcentajes que relacionan la corriente catalitica y la del mediador utilizando las
areas bajo la curva de las sefales | y Il de la Fig. 42.

Velocidad de barrido i catalitica

(mV/s) i seiial I x10
100 82.3
500 79.4
800 78.5
1000 82.7

Tabla 9. Entre la velocidad de barrido y el porcentaje de corriente
electrocatalitica.

Segun los resultados de la tabla 9, el porcentaje de corriente electrocatalitica al
aumentar la velocidad de barrido se mantiene cerca del 80% con respecto a la
corriente del mediador.

Debido a que la actividad electrocatalitica ocurre solo en el primer barrido
anadico, los barridos posteriores dan cuenta del comportamiento del mediador y
no del conjunto mediador/NADH.

Con el objetivo de estudiar la disminucién de las corrientes del mediador en
presencia de NADH, se analizo la evolucion de las sefales en ausencia y en
presencia de NADH en buffer B-R 0,1 M pH 7. Para cada medicion se realizaron
30 barridos ciclicos consecutivos a una velocidad de barrido de 100 mVs™? (Fig.
43).
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Figura 43. Voltamogramas ciclicos para electrodos GC-NTC modificado con A.
A’) 1,4-DNB 1 mM B. B’) 1,8-DNA 0,3 mM C. C’) 1-cum 1 mM D. D’) 5-cum 1
mM. A’, B’, C’ y D’ medidos en celda con NADH 3 mM buffer B-R pH 7. A, B, C
y D medido en celda con buffer B-R 0,1 M pH 7. V = 100 mV/s con 30 barridos
consecutivos. Las flechas indican la disminucion de las sefiales de mediador
redox.

En la figura 43 A se observa una leve disminucion de las corrientes de pico
(reduccién y oxidacion) del par redox con los barridos consecutivos. En el caso
de la Fig. 43 D se observa la disminucién en las corrientes de pico del par redox
en ausencia y presencia de NADH. Por el contrario, en la Fig. 43 B no hay un
cambio notorio en la disminucion de la corriente de pico. Para Fig. 43 C se
observa solo en el primer barrido de oxidacion las sefales caracteristicas de la
cumarina, porque se trata de un proceso irreversible, en barridos posteriores
solo se observa la corriente capacitiva, en presencia de NADH después del
primer barrido solo queda la sefial de NADH electrocatalizada. Todas las
mediciones fueron hechas en buffer B-R pH 7, por lo que Fig. 43 A. B. y D. son
estables en ausencia de NADH. En la figura 43 A’. B’. D’. se observa actividad
electrocatalitica del mediador redox sobre el NADH solo en el primer barrido de
oxidacion para los tres compuestos. En barridos posteriores se observa una
considerable disminucion en las corrientes de pico del mediador con el nimero
de barridos aplicados.

Como la corriente estd asociada a la cantidad de mediador en el electrodo, la
disminucion del par redox con el numero de barridos en presencia de NADH
daria cuenta de una difusioén del mediador desde el electrodo hacia la solucion.
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En la figura 44, se observa la dependencia de la corriente de pico (anddica y
catddica) en presencia y ausencia de NADH con el numero de barridos.
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Figura 44. Variacibn de las corrientes anddicas y catédicas de los
voltamogramas de la figura 43. en rojo las corrientes de pico de oxidacion (o) y
de reduccion (o) del mediador en presencia de NADH. En negro las corrientes
pico de oxidacion (=) y reduccion (e) del mediador en ausencia de NADH. A)
1,4-DNB 1 mM B) 1,8-DNA 0,3 mM C) 5-cum 1 mM.

En la figura 44 se observa que para los electrodos GC-NTC modificados con los
mediadores redox en buffer B-R pH 7, el decaimiento de las sefales del par
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redox tiene un comportamiento lineal en todos los nitrocompuestos. La ecuacion
de ajuste que caracteriza este comportamiento es la siguiente (ec. 21):

Ip=mxn+ip0 (ec. 21)

Donde, n es el numero de barridos, ip0 es el intercepto y m es la pendiente de
la recta. La pendiente indica la tasa de disminucion lineal del par redox en los
electrodos GC-NTC-Med medidos en una celda que contiene solo buffer B-R.

El compuesto 5-cum presenta un decaimiento exponencial en una celda que
contiene solamente buffer B-R. Todos los compuestos en presencia de NADH
tienen un decaimiento exponencial caracterizado por las siguientes ecuaciones
(ec. 22):

ip = ip, + ipge* (ec. 22)

Donde, ipe es la corriente de equilibrio (cuando n tiende a infinito), ip0O es la
corriente inicial, n el nUmero de barridos, y 1/t la constante de decaimiento de la
corriente.

En la tabla 10 se resumen las pendientes obtenidas para electrodos GC-NTC
modificados con los nitrocompuestos, medidos en NADH en buffer B-R pH 7.
Para estos decaimientos exponenciales se realiz6 un ajuste lineal en los
primeros puntos, y asi realizar una comparacién entre ellos.

Buffer B-R pH 7 NADH en B-R pH 7

Pendiente de la recta (m) [UA/N] Pendiente de la recta [UA/N]
Barrido Barrido catédico  Barrido Barrido
anddico anddico catodico
(ERINEES -4 50 x 101 4,51 x 101 -5,81x 101 2,82
(EDNVASS -2 38 x 101 9,32 x 102 -1,38 6,06
5-cum -5,98 5,75 -1,47 x 10 1,44 x 10

Tabla 10. Resultados de las tasas de disminucién de los compuestos en buffer
B-R en presencia y en ausencia de NADH.

Al comparar las pendientes anddicas (tabla 10) se obtienen valores mas altos
en presencia de NADH. Para las pendientes catddicas los valores mas altos
también son en presencia de NADH. Esto indica una mayor tasa de decaimiento
instantanea por cada barrido de potencial en presencia de NADH, dando cuenta
gue la retencién del compuesto en el electrodo es menor cuando esta presente
NADH.
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4.14 Electrocatalisis de electrodos modificados con NTC y diferentes
nitrocompuestos sobre NADH

En esta memoria de titulo se ha descrito el procedimiento de modificacion de
electrodos utilizando nanotubos de carbono con compuestos nitroaromaticos y
cumarinicos, a través del encapsulamiento y la modificacion electroquimica en
la nanoestructura formada por los nanotubos de carbono adheridos a la
superficie en el electrodo y estos a su vez actuando como mediadores de
reacciones electroquimicas con NADH (figura 45).

250 —— Med + NADH
1 A U I Mediador
200 - NADH

150
100

50

i [/ pA

-50

-100 +

-150

-200 200 400 600 800

E / mV

o

Figura 45. Voltamograma ciclico de electrodo GC-NTC-1,4-DNB en NADH 3
mM buffer B-R 0,1 M pH 7.

Muchos autores describen el proceso electrocatalitico en un electrodo
modificado de la forma mostrada en el esquema de la figura 46 [39].
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N i
N+\ reduccion N
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oxidacion
H NH, H NH,
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reducido
Mediador NAD'
oxidado
Electrodo

Figura 46. llustracion grafica del proceso de electrocatalisis. 1. Oxidacién del
mediador redox encapsulado en los electrodos GC-NTC. 2. Reduccion del
mediador redox y Oxidacién del NADH. 3. Interfase solucion/ zona de reaccion.
Proceso sin agitacion.

Un criterio para evaluar la capacidad electrocatalitica de los mediadores es el
desplazamiento de potencial que se obtiene al compararlos con la oxidacién de
NADH en un electrodo GC-MWNTC sin mediador. Un mayor desplazamiento
implica que NADH se oxida mas facilmente. En la tabla 11 se compara el
potencial de oxidacion del conjunto mediador/NADH a pH 7 frente al potencial
de oxidacion de NADH sin mediador, EI mayor desplazamiento se obtiene con
1,4-DNB y 1,8-DNA.
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NO, NO, o NO, OH OH

Estructuras

NO,

14-DNB  1,8-DNA 1-cum 5-cum
NADH 400 mV 400 mV 400 mV 400 mV

Eox (MV), 76 mV 163 mV 365 mV 322 mV
pH 7

Tabla 11. Potencial de oxidacion de NADH en presencia de los mediadores
electro-quimicos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 2, el mejor en términos de
permanecer por mas tiempo retenido en el electrodo GC-MWNTC es el 1,4-
DNB. Ya que, tiene una menor tasa de decaimiento en comparacion con los
otros mediadores. Asi como también es el mediador que presenta mayor valor
en la constante de transferencia heterogénea. Siendo asi el mediador
electrocatalitico mas eficiente.

Las moléculas con dos grupos nitro, como 1,4-DNB y 1,8-DNA, presentan
actividad electrocatalitica. En el caso de las cumarinas, las moléculas con un
solo grupo hidroxilo, no presentan actividad electrocatalitica. Por lo que se
necesitan al menos dos grupos hidroxilo en la molécula para electrocatalizar
NADH. Este comportamiento es similar al observado con los nitrocompuestos
en los cuales las moléculas con un solo grupo nitro no presentan actividad
electrocatalitica hacia NADH.

El dltimo criterio que se puede tomar en cuenta es la cantidad de corriente
electrocatalitica que se obtiene del mediador frente a NADH. Desde este punto
de vista los mediadores que presentan mayor corriente electrocatalitica del
conjunto evaluado son las cumarinas.
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5. Conclusion

Los electrodos de carbono vitreo modificados con nanotubos de carbono
y compuestos estudiados en esta tesis tienen ventajas en la respuesta
electroquimica de los mediadores en comparacion con los electrodos sin
modificar; se obtienen mayores intensidades de corriente, mayor
definicion de las sefiales de los derivados hidroxilamina/nitroso y un
desplazamiento electrocatalitico de las sefiales.

Se determind que el tiempo Optimo de inmersion son 10 segundos para
todos los compuestos.

Es posible trabajar con 1,4-DNB y 5-cum, en largos tiempos, sin que
sufran descomposicion en la solucién.

Para 1,8-DNA y 1-cum, sucede lo contrario, la corriente de reduccion
disminuye al pasar el tiempo. No es posible trabajar con estos
compuestos en largos periodos de tiempo, ya que son inestables.

Los compuestos 1,4-Dinitrobenceno, 1,8-Dinitroantraquinona, 3-acetil-
7,8-dihidroxi-2H-chromen-2-ona 'y 7,8-dihidroxi-4-metil-2H-chromen-2-
ona tienen actividad electrocatalitica sobre el NADH y NADPH.

Los nanotubos de carbono forman una nano estructura la cual encapsula
el mediador de cada uno de los compuestos en estudio, donde compite
con el NADH por los sitios disponibles desplazado al mediador del
electrodo.

Es posible que la actividad electrocatalitica se deba a que las cumarinas
que poseen dos hidroxilos en el anillo aromatico. Ya que los resultados
obtenidos demostraron que las cumarinas que poseen solo un grupo
hidroxilo no presentaron actividad electrocatalitica.

Compuesto mas estable en el tiempo 1,2-DNB, como se muestra en
tabla 1.

En las figuras 3, 4 y 5 se puede ver un desplazamiento en las sefiales
hacia potenciales mas negativos a medida que aumenta el pH de la
solucion de trabajo.

Concentracion minima de trabajo de mediador donde hay electrocatalisis
son de 0,1 mM, 2 mM, para 1,8-DNA y 1,4-DNB, respectivamente.

A todas las concentraciones de trabajo se observd electrocatalisis de
NADH, con la cumarina.
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Al observar los resultados obtenidos para la constante de transferencia
heterogénea el compuesto que presenta el mayor valor de kn es 1,4-
DNB.

Por dltimo, los resultados obtenidos, al compararlos con los datos

anteriores demuestran que la 1,4-DNB presenta un mayor valor de kn que
el DNB.
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