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RESUMEN

RESUMEN

En la actualidad, la nicarbazina (NCZ) tiene un amplio uso como coccidiostatico en la
poblacién de aves de corral, para controlar principalmente el desarrollo de parasitos en
pollos de engorde, sin embargo los estudios recientes han logrado demostrar que el
componente activo de la NCZ (4,4’-dinitrocarbanilida o DNC) se acumula en diferentes
tejidos del ave a concentraciones considerables, convirtiéndose en el Unico residuo
marcador de preocupacion que debe ser monitoreado, para garantizar la seguridad
alimentaria y el bienestar de los consumidores. En respuesta a esta problematica se han
desarrollado estrategias analiticas que permiten el analisis de este residuo, siendo la
LC/MS/MS la técnica mas aceptada para la determinacién y confirmacion de residuos de
NCZ en diferentes tejidos de pollo. En esta tesis se propone una estrategia
electroanalitica reproducible, sencilla y ecolégica, utilizando un sensor basado en la
tecnologia Buckypaper (BP). El BP se presenta como una pelicula versatil, debido a su
capacidad para modificar la superficie de un electrodo comercial (GCE o SPE), y dar
como resultado un sensor electroquimico mas sensible. El proceso de elaboracién de
peliculas de BP es bastante sencillo, econémico y rapido; donde se prepara una
dispersiéon de MWCNT con una pequefia cantidad de poliestireno en 1,3-dioxolano, la
cual posteriormente es sometida a un proceso de filtracion al vacio. Las peliculas de BP
producidas fueron caracterizadas mediante SEM y espectroscopia Raman, entre otras
técnicas, las cuales mostraron una elevada area de superficie activa, buena eficiencia
en la transferencia de electrones y alta capacidad de adsorcion frente a la DNC, lo que
permitié realizar su rapida deteccion electroquimica. Se estudié el comportamiento
electroquimico de la DNC mediante CV, donde se logré identificar la generacion de
diferentes especies superficiales a través de procesos de oxidacién y reduccion, las
cuales mostraron un mecanismo controlado por protones en medio acuoso. Dentro de
las especies superficiales electrogeneradas se incluyen a los pares redox cuasi-
reversibles: ArNO/ArNHOH y ArN>OAr/ArN2Ar. Se ha demostrado que los grupos nitro
de la DNC pueden ser electroreducidos a un derivado de hidroxilamina, generando un
solo pico de reduccién en medio acuoso que involucra la transferencia de 8 electrones y
8 protones. La respuesta de corriente producida por la reduccion de la DNC a un derivado

de hidroxilamina, se mostr6 como la sefial analitica de mayor intensidad, cuyo valor
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RESUMEN

aumentd en dos O6rdenes de magnitud utilizando la plataforma BP-MWCNT/PS.
Asimismo, su intensidad se mostr6 estable y mejor6 a pH 5, por lo que fue considerada
esta condicién para validar el método electroanalitico. Como técnica electroanalitica se
utilizé la DPV acoplada al sensor electroquimico BP-MWCNT/PS-GCE. ElI método
demostré buena linealidad y precisiéon, con un LOD de 0,78 mg L™ y una sensibilidad de
3,07 yJA mgt L cm™. Por otra parte, se utilizd la AD i-t para validar un método utilizando
un sistema de medicién BIAS, acoplado al sensor electroquimico BP-MWCNT/PS-SPE.
En este caso se obtuvo un LOD de 0,52 mg Ly una sensibilidad de 3,42 yA mg* L cm
2, ademas el método demostré ser lineal en un rango comprendido entre 1,51y 7,56 mg
L. A pesar de que la AD i-t representé una técnica mas sensible en comparacién con la
DPV, al ser utilizada con el sistema de medicion BIAS resulté ser menos reproducible y
mas laboriosa para llevar a cabo un analisis. La recuperacion del método electroanalitico
por DPV fue evaluada utilizando NCZ en forma farmacéutica, donde se obtuvieron
recuperaciones promedio de 104,0 = 6,0 % con una RSD de 5,8 % para el estudio
intradia, y 100,2 + 7,9 % con una RSD de 7,9 % para el estudio interdia. EI método
electroanalitico desarrollado por DPV fue aplicado exitosamente en la determinacién y
confirmacioén de residuos de NCZ en tejido muscular de pollo, donde se logré cuantificar
hasta una cantidad de 743 + 50 ug/kg con una RSD de 6.7 %. Los resultados obtenidos
a partir del método electroanalitico por DPV fueron comparados con un método de

referencia HPLC-DAD, donde no se encontraron diferencias significativas.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Currently, NCZ is widely used as a coccidiostatic agent in poultry populations, primarily
to control parasite development in broiler chickens. However, recent studies have shown
that the active component of NCZ (4,4'-dinitrocarbanilide or DNC) accumulates in various
chicken tissues at considerable concentrations, becoming the sole marker residue of
concern that must be monitored to ensure food safety and consumer welfare. In response
to this issue, analytical strategies have been developed to analyze this residue, where
LC/MS/MS is the most accepted technique for the determination and confirmation of NCZ
residues in different chicken tissues. This thesis proposes a reproducible, simple, and
environmentally friendly electroanalytical strategy using a sensor based on BP
technology. BP serves as a versatile film due to its ability to modify the surface of a
commercial electrode (GCE or SPE), resulting in a more sensitive electrochemical
sensor. The process of elaboration BP films is straightforward, cost-effective, and fast,
involving the preparation of an MWCNT dispersion with a small amount of PS in 1,3-
dioxolane, which is then subjected to a vacuum filtration process. The produced BP films
were characterized using SEM, Raman spectroscopy, among other techniques, showing
a large active surface area, good electron transfer efficiency, and high adsorption
capacity towards DNC, enabling its rapid electrochemical detection. The electrochemical
behavior of DNC was studied using CV, where the generation of different surface species
through oxidation and reduction processes was identified, showing a proton-controlled
mechanism in aqueous medium. Among the electrogenerated surface species are the
quasi-reversible redox pairs: ArNO/ArNHOH and ArN2OAr/ArNzAr. It has been
demonstrated that the nitro groups of DNC can be electroreduced to a hydroxylamine
derivative, generating a single reduction peak in aqueous medium which involves the
transfer of 8 electrons and 8 protons. The current response produced by the reduction of
DNC to a hydroxylamine derivative was shown to be the most intense analytical signal,
whose value increased by two orders of magnitude using the BP-MWCNT/PS platform.
Likewise, its intensity was stable and improved at pH 5, thus it was deemed under this
condition to validate the electroanalytical method. The electroanalytical technique of DPV
coupled with the BP-MWCNT/PS-GCE electrochemical sensor was employed. The

method showed good linearity and precision, with a LOD of 0,78 mg L and a sensitivity
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of 3,07 yA mg™* L cm. Additionally, AD i-t was used to validate a method using a BIAS
measurement system, coupled with the BP-MWCNT/PS-SPE electrochemical sensor. In
this case, a LOD of 0,52 mg L and a sensitivity of 3,42 yA mg™ L cm were obtained, in
addition, the method proved to be linear in the range of 1,51 to 7,56 mg L*. Although AD
i-t represented a more sensitive technique compared to DPV, when used with the BIAS
measurement system, it proved to be less reproducible and more laborious for conducting
an analysis. The recovery of the electroanalytical method by DPV was evaluated using
NCZ in pharmaceutical form, where average recoveries of 104,0 £ 6,0 % with an RSD of
5,8 % for the intraday study, and 100,2 + 7,9 % with an RSD of 7,9 % for the interday
study were obtained. The electroanalytical method developed by DPV was successfully
applied in the determination and confirmation of NCZ residues in chicken muscle tissue,
where quantification was achieved up to an amount of 743 + 50 mg L with an RSD of
6,7 %. The results obtained from the DPV electroanalytical method were compared with

an HPLC-DAD reference method, where no significant differences were found.
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1. INTRODUCCION

La quimica electroanalitica es un subcampo de la electroquimica, centrado en el
desarrollo de nuevas técnicas, métodos y electrodos modificados para investigaciones
analiticas cuantitativast. En las Ultimas décadas, el desarrollo de las técnicas
electroanaliticas ha despertado un creciente interés en diferentes areas de la quimica,
debido a su versatilidad en numerosas aplicaciones, como la monitorizacién ambiental,
el control de calidad industrial, el andlisis biomédico y aplicaciones en el sector
energético?, lo cual ha hecho que se conviertan en una alternativa cada vez mas
prometedora en el andlisis quimico. Las técnicas electroanaliticas se basan en la medida
de corriente, potencial o carga generadas durante reacciones quimicas en un sistema
electroanalitico?, y son consideradas una herramienta poderosa que puede ofrecer bajos
limites de deteccion (LOD), alta sensibilidad, selectividad, exactitud, reproducibilidad,
amplio rango dinamico lineal, y tiempos de analisis cortos con instrumentacion de costo
relativamente bajo®“. Esto Ultimo representa una ventaja interesante si se compara con
las técnicas analiticas convencionales, las cuales requieren de instalacion de
equipamiento voluminoso, y suelen tener elevados costos de mantenimiento y
funcionamiento. Una de las ventajas mas notables de las técnicas electroanaliticas, es
la capacidad de miniaturizar sus sistemas de medicién electroquimicos®. Esto posibilita
el uso de menores cantidades de muestra (5-20 uL)* y solventes, haciéndolas mas
amigables con el medio ambiente, ademas la portabilidad de los instrumentos
electroanaliticos permite realizar analisis in situ, lo que es beneficioso para la deteccion

de especies electroactivas en tiempo real”.

Un elemento clave dentro de un sistema de deteccion electroanalitico es el
electrodo de trabajo (WE), el cual es el sitio donde ocurren las reacciones redox, que
conllevan a la generaciébn de una corriente electroquimica denominada corriente
faradica. Los electrodos de trabajo cominmente usados incluyen a los electrodos de
pasta de carbono (CPE) y a los de carbono vitreo (GCE), los cuales por lo general
emplean un tubo de teflon como material aislante (figura 1). Ambos presentan buena
estabilidad quimica y electroquimica, excelente conductividad, versatilidad, amplias

ventanas de potencial®’ y corrientes de fondo relativamente bajas?, y a diferencia de



INTRODUCCION

otros electrodos comerciales, estos pueden ser reutilizados, convirtiéndolos en

herramientas muy utiles para aplicaciones electroanaliticas.

A carbon paste

CPE g:

we)
| —
0.75 em

Lt

7.5em

Glassy carbon

Figura 1. (A) electrodo de pasta de carbono? y (B) electrodo de carbono vitreo®.
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Uno de los logros en la miniaturizacién del equipamiento electroanalitico ha sido
el desarrollo de los electrodos serigrafiados, mejor conocidos como “Screen—printed
electrodes” (SPEs), los cuales se fabrican utilizando impresoras industriales, que
depositan una combinacion de capas de tintas conductoras (carbono, grafito, plata y oro)
sobre sustratos ceramicos o plasticos?! (figura 2). La ventaja de este tipo de electrodos
radica en su versatilidad en términos de disefio, ademas son ampliamente utilizados en

aplicaciones portatiles y dispositivos desechables debido a su bajo costo.

Capa

\ / J Electrodode Electrodo
‘ referencia de trabajo Electredo
auxiliar
E g - - /
Sustrato Adicién de tinta Disefio Adicion de material Electrodo

serigrafiado aislante serigrafiado

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de fabricacion de SPEs™.

El analisis electroquimico con SPEs se puede llevar a cabo en una celda comudn
de metacrilato o de vidriol2, pero también se puede realizar sin el uso de una celda
electroquimica, en este caso el analito es acumulado sobre la superficie del WE y
posteriormente es agregada una gota de solucién electrolitica que permite cubrir los tres
electrodos, para finalmente registrar la medicién electroanalitical®. Las formas de
medicién antes mencionadas se han recomendado para ejecutar principalmente técnicas
electroanaliticas por voltamperometriat212, sin embargo, la deteccion amperométrica con
SPEs es mas utilizada, debido a una mayor selectividad en la técnica, la cual ha tenido
mejores resultados al acoplarse a un sistema de medicién BIAS (sistema de analisis de
inyeccion por lotes). El BIAS fue desarrollado por Wang y Taha en 1991, el cual ha
experimentado cambios en el disefio de la celda electroquimica a lo largo de los afios.
La celda BIAS esta llena con solucién electrolitica, y contiene los respectivos electrodos

para llevar a cabo la mediciéon electroanalitica. Su funcionamiento se basa en la
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inyeccion de un pequefio volumen de muestra a través de la punta de una micropipeta,

directamente sobre la superficie del WE®.

Entre los avances mas significativos con respecto a los WE se destaca el
mejoramiento de su superficie, lo que ha permitido aumentar la selectividad de las
técnicas electroanaliticas utilizadas, y ha dado como resultado el desarrollo de los
denominados sensores electroquimicos. Los sensores electroquimicos son una clase de
sensores quimicos en los que se utiliza un electrodo como elemento transductor en
presencia de un analito!®. Estos sensores se basan en la conversion de una seiial
guimica desde la concentracién de un componente de muestra especifico’, en una sefial
eléctrica medible (potencial, resistencia y corriente eléctrica)l®, para obtener datos
analiticos cuantitativos o semicuantitativos precisos’. Los sensores electroquimicos son
dispositivos emergentes que representan herramientas analiticas confiables, simples,
econdmicas, portatiles, selectivas y faciles de usar, y que pueden ser utilizados fuera de
los laboratorios por personal no especializado®’. El rendimiento analitico de los sensores
electroguimicos esta fundamentalmente ligado al material del que esta hecho el WE&2,
y se puede mejorar modificando su superficie utilizando recubrimientos, materiales

depositados y/o adheridos a la superficie del WE2-22,

En la actualidad resulta un desafio interesante la busqueda de nuevos materiales
para la construccién de sensores robustos, que puedan superar las limitaciones de los
sensores existentes y sean mas eficientes. En este sentido los materiales a nanoescala
han despertado un creciente interés para el desarrollo de sensores electroquimicos,
donde aparecen los nanotubos de carbono (CNT) como la alternativa mas prometedora.
Los CNT, descubiertos por lijima en 19912, exhiben excelentes propiedades mecanicas,
térmicas, 6pticas y conductivas; estan formados por laAminas de grafeno que les confieren
buena estabilidad quimica, gran area de superficie y alta resistencia mecanica,
considerando un peso ultraligero?. Ademas, los CNT poseen actividad catalitica, alta
flexibilidad, inercia quimica y bajos LOD#2¢, Todas estas caracteristicas y propiedades
Gnicas hacen que los CNT tengan un estatus preminente en nanomateriales, permitiendo
su uso en el desarrollo de nuevos sensores electroquimicos que sean Utiles en

aplicaciones analiticas.



INTRODUCCION

Por lo general se pueden considerar dos tipos de CNT, los de pared simple
(SWCNT) (figura. 3A) y pared mdultiple MWCNT (figura. 3B), estos Ultimos estan
conformados por varios tubos concéntricos con un eje en comun, los cuales se
encuentran inmersos uno dentro de otro?.. Conviene enfatizar que los SWCNT son de
baja disponibilidad y alto costo en comparacion con los MWCNT, por lo que estos ultimos

son mas frecuentemente usados en aplicaciones electroquimicas.

A 7=
s e
"’f:ff’fr/ TRy
”ff"rf‘f -’r: X 'r‘y
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Figura 3. Nanotubos de carbono y grafeno como estructuras (A) de nanotubos de carbono de
pared simple (SWCNT) y (B) de nanotubos de carbono de pared mdltiple (MWCNT)Z2,

En esta Tesis se busca aprovechar las propiedades Unicas de los CNT para
formar una plataforma nanoestructurada de MWCNT, que permita modificar la superficie
de los electrodos convencionales (GCE y SPE), para el desarrollo de una metodologia
electroanalitica que sea reproducible, econémica, sencilla y amigable con el medio
ambiente. La modificacion de la superficie de un electrodo a partir de CNT implica la
elaboracion de dispersiones de nanotubos, las cuales a su vez necesitan de un solvente
gue permita la generacion de una dispersion estable (figura 4). En la literatura se
describen diferentes surfactantes y solventes usados para generar dispersiones de
SWCNT y MWCNT, tales como dodecilsulfato de sodio?, Triton X-100%, 1,2-
diclorobenceno, cloroformo, 1-metilnaftaleno o dimetilformamida3!, sin embargo dichos
solventes pueden resultar ser toxicos o dificiles de evaporar. En este sentido se ha

propuesto utilizar el 1,3-dioxolano2, debido a su baja toxicidad y por tener la capacidad
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de dispersar suficientemente las particulas de CNT, dando como resultado dispersiones

estables.

(@) (b)

Figura 4. Dispersion de MWCNT. (A) Baja estabilidad de la dispersion de nanotubos,
(B) Dispersion estable de los nanotubos2®.

Comunmente se ha utilizado el método de drop casting®2* para modificar la
superficie de un electrodo, mediante la deposicion de una gota de liquido que contiene
una suspension de particulas de CNT (figura 5), sin embargo uno de los inconvenientes
que presenta dicho método es la ocurrencia del efecto “anillo de café”, el cual altera la
distribucion de las nanoparticulas, creando una superficie modificada poco homogénea,

y por ende generando medidas electroquimicas poco reproducibles para fines analiticos.

Area aislada " .
Area activa

del electrodo

Electrodo desnudo Deposicion de Secado bajo un flujo de Modificacion
nanoparticulas o N2 completada
nanotubos

Figura 5. Método de drop casting para modificar electrodos con dispersiones de CNT223,
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Como respuesta a este inconveniente se ha propuesto la modificacion de la
superficie del electrodo mediante una plataforma de MWCNT, conocida como
Buckypaper (BP) (figura 6), la cual dara como resultado final la obtencion de un sensor
electroquimico util para la metodologia a desarrollar en este trabajo. EI BP es un material
altamente poroso, mecanicamente estable y eléctricamente conductor, con varias
ventajas sobre otras peliculas de CNT222, Algunas de sus aplicaciones se encuentran
en supercondensadores, actuadores electromecanicos, muasculos artificiales, sustratos
transparentes y conductores. Ademas, su uso en celdas de combustible3®% vy
dispositivos sensores* acaba de comenzar. El proceso de elaboracién de BP resulta ser
bastante sencillo, econémico y rapido, donde la lamina de CNT es producida mediante
filtracion al vacio de suspensiones de SWCNT o MWCNT, las cuales son preparadas por

sonicacion en presencia de un solvente o tensoactivo’.

Membrane filter
(pore size 0.45 um)
Suspension
(MWNTs + aqueous surfactant)
Purity > 99%
Quter diameter: 5-20 nm

Inner diameter: 2-6 nm
VACUUM Length: 1-10 um
FILTRATION

Nanotube BP
O 47 mm

Figura 6. Esquema del proceso de fabricacién de BP basado en nanoestructuras de MWCNT=,

Una de las principales ventajas que ofrecen los CNT es su capacidad de
funcionalizacién con otras moléculas, como tensioactivos?, polimeros?, enzimas?,
moléculas redox**“2, entre otras. El proceso de funcionalizacion implica la modificacion
de la superficie MWCNT mediante métodos covalentes y no covalentes. El método
covalente se basa en la union de diferentes grupos funcionales quimicos en las paredes
laterales de los CNT, donde se puede perturbar la estructura de los CNT debido al

cambio de hibridacion de los &tomos de carbono de sp? a sp®, produciendo una pérdida

de los electrones =, y finalmente alterando sus propiedades conductoras“. Por otra
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parte, el método no covalente se basa en la adsorcion de fracciones quimicas en la
superficie de los nanotubos, a través de la interaccion de apilamiento n—n u otras fuerzas
intermoleculares (Van der Waals, puente de hidrégeno, fuerzas electrostaticas,
interacciones hidrofébicas), manteniendo las propiedades deseables de los nanotubos?®,
lo cual resulta ventajoso para aplicaciones electroanaliticas, debido a que se permite la
adsorcién del analito de interés, conservando la red electronica de los CNT. Este
fendbmeno aumenta la sensibilidad de los electrodos modificados con la plataforma
MWCNT, mejorando la capacidad de deteccion electroquimicals. En los Ultimos afios se
ha buscado activamente nuevas moléculas que sean compatibles con la superficie de
los CNT#, sin embargo es importante tener en cuenta que esta superficie es de
naturaleza hidrofébica, por lo que la eleccion de moléculas insolubles en agua resulta
beneficiosa para fomentar los procesos de fisiadsorcion en la plataforma MWCNT. Es
por ello que este trabajo busca ser aplicado a un compuesto nitroaromatico (NC), debido
a que son compuestos que se caracterizan por presentar escasa solubilidad en agua,
lo que puede conllevar a su facil incorporacion en la red tridimensional de los CNT para
su posterior analisis. En este contexto, el analito a estudiar es la 4,4’-dinitrocarbanilida,

la cual es el componente activo principal de la nicarbazina (NCZ) (figura 7).
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O ]: l O [: I @) NS
N)J\N | /)N\
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4 A-dinitrocarbanilida (DNC) 2-hidroxi-4,6-dimetil-pirimidina (HDP)

Figura 7. Estructura quimica de la nicarbazina.

La NCZ pertenece al grupo de las carbanilidas, el cual es un complejo bimolecular
sintético altamente insoluble en agua®®, preparado en relacion molar 1:1 de 4,4’-

dinitrocarbanilida (DNC) y 2-hidroxi-4,6-dimetil-pirimidina (HDP), encontrandose entre
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los anticoccidiales mas utilizados en la produccion avicola®® para el control de
protozoarios coccidios®, que afectan principalmente a las aves de corral en condiciones
célidas y himedas®2. La funcién del HDP en la NCZ es permitir la absorcion de la DNC*,
sin embargo el HDP es excretado mas rapidamente en pollos, mientras que la DNC se
acumula en diferentes tejidos®3, por lo que el analisis de NCZ se suele realizar en funcién
de restos de DNC. De esto ultimo se desprende que la DNC, es el Unico residuo
marcador de preocupacién que queda de la NCZ en la carne de pollo®*, ademas existe
una creciente preocupacion en Europa por los posibles residuos de NCZ en los huevos.
Desde hace muchos afios la unién europea no permite que esta sustancia se incorpore
a pollos de engorde, durante mas de 28 dias antes de realizar el sacrificio del animal®.
La NCZ no es genotoxica, sin embargo, la toxicidad primaria resultante del uso oral de
NCZ sobre ratas puede manifestarse en lesiones renales®:. Con base en datos
toxicoldgicos®, las agencias sanitarias de todo el mundo han establecido limites
maximos de residuos (LMR) para la DNC en diferentes tejidos de pollo, con el fin de
garantizar la seguridad de los alimentos y proteger la salud de los consumidores. Los
LMR para tejidos comestibles de pollo establecidos por la Organizaciéon de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y Agricultura (FAO) con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), y seguido por las agencias reguladoras de Brasil, Estados Unidos y la Autoridad

Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. LMR de DNC en diferentes tejidos de pollo (ug/kg).

Tejido DNC (ug/kg)
Codex (FAO/WHO) Brasil USA Unién Europea
Musculo 200 200 4000 4000
Higado 200 - 4000 15000
Rifi6n 200 - 4000 6000
Piel/grasa 200 - 4000 4000

Fuente: EFSAS. (2010), FAO/WHO?SE (2015), GPO (2012) y MAPAZ (2015)

Algunas de las propiedades fisicoquimicas de la DNC se muestran en la tabla 2.
La molécula de la DNC tiene actividad electroactiva debido a la presencia de dos grupos

nitro en su estructura quimica, los cuales pueden ser reducidos a un derivado de
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hidroxilamina (ArNHOH) por técnicas voltamétricas o amperométricas, como se ha
descrito en otros NC&. La reduccion de los grupos nitro es la sefial analitica que se
espera utilizar en este trabajo para desarrollar un método electroanalitico por voltametria

de pulso diferencial (DPV) y por amperometria i-t.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de la DNC.

Uso Coccidiostético
Masa molecular 302,24

CAS 587-90-6
Sinénimos 1,3-bis(4-nitrofenil)urea
Apariencia Solido amarillo
Solubilidad en agua 0,02 mg/L*
Punto de fusién > 300°C
Densidad 1,3627

indice de refraccién 1,6120

Log Pow 3,76

pKa 12,44 + 0,70

Los datos fueron obtenidos de ChemIDplus por NIH%2

Dentro del campo del electroandlisis, los métodos voltamétricos vy
amperométricos son las técnicas mas utilizadas para la deteccién de una variedad de
analitos que se encuentran en diferentes sectores industriales®®, En los métodos
voltamétricos se mide la corriente producida por la especie electroactiva en respuesta a
un potencial aplicado al WE. El potencial se aplica durante el analisis, ya sea de forma
continua o en variaciones paso a paso. El potencial aplicado al electrodo sirve como
fuerza impulsora de la reaccién electroquimica, que permite que las especies quimicas
se oxiden o reduzcan3. Los procedimientos voltamétricos se han utilizado ampliamente
para dilucidar las propiedades redox de muchos farmacos®, debido a que muchos de
los componentes activos de las formulaciones se pueden oxidar o reducir facilmente,
permitiendo establecer su comportamiento electroquimico. La voltametria ciclica (CV) se
ha vuelto particularmente importante, debido a que entrega datos que se pueden utilizar
con fines mecanisticos. En este caso sera utilizada para caracterizar la plataforma
nanoestructurada de MWCNT, y para estudiar el comportamiento electroquimico del
componente activo de la NCZ. La CV es la técnica mas utilizada para adquirir informacion

cualitativa®, sobre diferentes procesos electroquimicos que tienen lugar al aplicar un
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escaneo de potencial. Los picos de corriente medidos a partir de un voltamograma ciclico
proporcionan informacion valiosa sobre los procesos de oxidacién y reduccion de una
especie electroactiva. Ademas proporcionan informacion sobre el tipo de proceso objeto
de estudio: (i) reversible, (ii) irreversible o (iii) cuasi-reversible. Otra informacién relevante
obtenida esta relacionada con la naturaleza del proceso, en términos de caracteristicas
de adsorcioén o difusiénil. El pico de corriente puede ser descrito mediante la ecuacion

de Randles- Sevcik®:
I, = (2,69 x 10°) EAS x D2 xn3/2 x v1/2 x C (1)

donde |, es la corriente maxima (anddica o catddica) medida en amperios, EAS es el
area de superficie electroactiva (cm?), D es el coeficiente de difusion (cm? s?), n
corresponde al nimero de electrones transferidos, v es la velocidad de barrido (V s?) y

C es la concentracion en el seno de la disolucion (mol cm).

Otra técnica de gran aplicacién incluida dentro de los métodos voltamétricos es
la voltametria de pulso diferencial (DPV), la cual se caracteriza por alcanzar mejores
LOD que la CV, permitiendo medir niveles de trazas en especies organicas e
inorganicas®. Es por ello que esta técnica resulta mas adecuada para fines cuantitativos,
y en este trabajo sera empleada para el desarrollo de un método electroanalitico que
permita llevar a cabo la determinacion de NCZ con BP-MWCNT/PS-GCE.

Dentro de los métodos amperométricos, la deteccibn amperométrica (AD) es muy
popular hoy en dia como una técnica utilizada en electroforesis capilar, cromatografia
liquida y andlisis por inyeccion en flujo (FIA)%Z, donde se han obtenido resultados
exitosos. La AD se lleva a cabo aplicando un potencial constante al electrodo de trabajo,
y la corriente resultante se mide en funcién del tiempo. La aplicacién de un potencial
permite llevar a cabo las reacciones redox, donde la corriente de salida es proporcional
a la concentracién del analito®. La expresién matematica que relaciona la cantidad de
analito oxidado o reducido en la superficie del WE con la corriente resultante se puede

establecer segun la ley de Faraday®®:

(@)
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donde I; es la corriente producida en la superficie del WE a un tiempo t, Q es la carga en
la superficie del WE, t es el tiempo, n es el nUmero de electrones transferidos por mol de
analito, F es la constante de Faraday (96500 C mol?') y N es el nimero de moles de
analito oxidado o reducido.

De acuerdo a la literatura’®, se ha informado el uso de la AD i-t con el sistema
BIAS acoplado a SPE, donde la superficie de estos ultimos fue modificada con MWCNT.
De acuerdo a los autores, el sistema BIAS-SPE resultdé ser una herramienta portable,
gue permite realizar andlisis rapidos y alcanzar bajos LOD. En esta tesis la AD i-t sera
utilizada con el sistema BIAS-SPE, donde la superficie del SPE sera modificada con
peliculas de BP, para desarrollar un método electroanalitico que sea util en la
determinacién de NCZ. La AD i-t en el sistema BIAS-SPE tiene un comportamiento
caracteristico, como se puede observar en la figura 8. Antes de realizar la inyeccién de
la muestra la corriente se mantiene estable, luego la inyeccion es realizada sobre la
superficie del WE, generando una respuesta transitoria en forma de pico, seguido de una

rapida caida de la sefial al nivel inicial*.

(A) before injection
(B) transport during the injection |
B (C) end of the injection | 1]
D (D) washing out \ ‘-
(E) final equilibrium - - - . -

Figura 8. Respuesta instrumental por AD i-t en el sistema BIAS”L,

Con base en la literatura consultada, se puede resaltar que los estudios
electroanaliticos sobre NCZ son escasos. Hasta el momento se han reportado dos
estudios de polarografia pulso diferencial (DPP)’222 para la determinacion cuantitativa

de residuos de NCZ en tejido de pollo; por otro lado, Knupp et al** determinaron los
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residuos de NCZ en tejido muscular de aves y huevos por DPP. Los trabajos antes
mencionados fueron publicados hace 4 décadas, donde se utilizaban polarégrafos con
electrodos de mercurio para la determinacion de analitos. Sin embargo, debido a la alta
toxicidad del mercurio, esta practica ha sido gradualmente reemplazada por el uso de
modernos potenciostatos. Estos equipos permiten llevar a cabo las mediciones
electroquimicas a un potencial controlado, utilizando diferentes plataformas de
electrodos que no utilizan mercurio debido a su alta toxicidad, lo cual hace que las
técnicas electroanaliticas empleadas sean cada vez mas amigables con el medio
ambiente. Ademas, se debe considerar las desventajas que tiene la técnica
polarogréafica, como es la sensibilidad a impurezas o a interferencias de la matriz de la
muestra, y la aplicacion de un potencial continuamente cambiante, que se ve
manifestado de manera negativa en los LOD. Una forma mas sensible, reproducible y
rapida en comparacion con los estudios antes mencionados se ha reportado en el
estudio de Ellison y Tait’®, donde se cuantificé la NCZ en tejido de pollo por voltametria
de onda cuadrada (SWV), sin embargo, el electrodo de trabajo utilizado sigue
considerando el sistema clasico de gota de mercurio. Un estudio mas reciente’® reporta
el desarrollo de un sensor electroquimico a partir de la modificacion de un SPE de
carbono con cubos de azul de Prusia, el cual permite la deteccion de NCZ en carne de
pollo y huevos. En lo que corresponde a las técnicas analiticas convencionales, se ha
empleado preferentemente la técnica de cromatografia liquida para el analisis de NCZ
con diferentes sistemas de deteccién: electroquimica’™’, UV/VIS’® y espectrometria de
masas en tdndem”. También se ha informado la deteccién de NCZ a través de un
biosensor de resonancia de plasmoén superficial®?, y mediante técnicas de

inmunoensayos utilizando anticuerpos policlonales® y monoclonales®.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, se espera que las técnicas
electroanaliticas a emplear en este trabajo, sean herramientas efectivas para desarrollar
una metodologia atil en el andlisis de NCZ, a través de un sensor electroquimico basado
en nanoestructuras de MWCNT. Este Ultimo constituye un material crucial, debido a que
otorgara bajos LOD, con una mayor sensibilidad y selectividad del método hacia la NCZ.
Se prevé gue la metodologia electroanalitica a desarrollar en esta tesis sea sencilla de

aplicar, econdmica, efectiva y rapida en el analisis de NCZ, y que a su vez pueda ser
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aplicada en la determinacién de residuos de NCZ en tejido muscular de pollo. Los
resultados generados por el método electroanalitico a desarrollar seran comparados con
un método de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con deteccion de arreglo
de diodos (DAD), para verificar la confiabilidad de los mismos.

14
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

El desarrollo de peliculas de MWCNT a partir de la tecnologia BP, permitira la
modificacion de GCE y SPE, generando un sensor electroquimico estable, sensible y
reproducible, que logre una interaccion efectiva y selectiva con la DNC, basado en la
naturaleza altamente hidrofébica de esta Ultima. Esto deberia resultar en una mejora
significativa en la adsorcién de la DNC por parte de la plataforma BP-MWCNT/PS
cuando se utiliza un medio de reaccion acuoso, permitiendo llevar a cabo la deteccion
de la DNC de manera eficiente, para desarrollar una metodologia electroanalitica

voltamétrica y/o amperométrica que sea Util en el analisis de NCZ.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sensor electroquimico sensible con nanoestructuras de MWCNT, a partir
de la modificacion de GCE y SPE, para llevar a cabo la deteccion electroquimica y

cuantificacién de la DNC en NCZ mediante técnicas voltamétricas y/o amperométricas.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Fabricar peliculas de tipo BP a partir de dispersiones de MWCNT en 1,3-
dioxolano.

2. Modificar los GCE y SPE mediante la plataforma nanoestructurada de MWCNT
tipo BP.

3. Caracterizar la plataforma nanoestructurada de MWCNT mediante microscopia
electrénica de barrido y espectroscopia RAMAN.

4. Estudiar el comportamiento electroquimico de la DNC sobre GCE modificados
con nanoestructuras de MWCNT por la tecnologia tipo BP, mediante voltametria
ciclica.

5. Desarrollar un método electroanalitico por DPV con BP-MWCNT/PS-GCE y
mediante amperometria i-t con BP-MWCNT/PS-SPE.
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Aplicar el método electroanalitico desarrollado para la determinacion de residuos
de NCZ en tejido muscular de pollo.

Comparar los resultados obtenidos con un método cromatografico de alta
eficiencia con deteccién de arreglo de diodos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Reactivos

= 1,3-Bis(4-nitrofenil) urea o DNC (97%) de Sigma-Aldrich (materia prima)

= 1, 3-Dioxolano p.a. de Sigma-Aldrich

= Acetato de etilo p.a. de Merck

= Acetonitrilo grado HPLC de Merck

= Acido acético glacial (100%) de Merck

= Acido bérico p.a. de Merck

= Acido clorhidrico (37 %) de Merck

= Acido orto-fosforico (85%) de PanReac AppliChem ITW Reagent

= Agua desionizada grado Milli-Q

= Aldmina (0,3 pmy 0,05 um) de Leco

= Cloruro de potasio p.a. de Merck

= Etanol p.a. de Merck

= Ferricianuro de potasio p.a. de Merck

= Hidroxido de sodio p.a. de Merck

* Masculo de pollo certificado “Chicken Raw-Reference Material LGC7206, UKAS®
reference materials”

= Nanotubos de carbono de multipared (> 95 % en C) de DropSens

= Nicarbazina (25%) de Veterquimica (forma farmacéutica). Excipientes: glucosa

= Nitrdgeno extra puro (99,99%) de Linde Gas Chile S.A

= Poliestireno (Mw ~ 35) de Aldrich

3.2Materiales

» Abrazadera de matraz

= Almohadillas para pulir electrodos

= Barras magnéticas

= Botellas de vidrio de 25, 500 y 1000 mL con tapa rosca

» Placas de Petri

= Celda BIAS de Metrohm hecha en Acrilonitrilo Butadieno Estireno (ABS)
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Celda de cuarzo para espectrofotometro (10 mm)

Celda electroquimica de vidrio (10 mL) con tapa de acrilico
Columna Cis Symmetry en fase reversa (5 um, 3,9 mm x 150 mm)
Conector de cable i-uStat para SPE de Metrohm DropSens
Electrodo auxiliar (Platino)

Electrodo de referencia (Ag/AgCl)

Electrodo de trabajo (GC): 3 mm de diametro

Electrodo serigrafiado 110D de Metrohm DropSens (electrodo auxiliar: carbén,
electrodo de referencia: Ag, electrodo de trabajo: carbon)
Embudo de vidrio

Espatula

Filtros de jeringa Chromafil® de Nylon (0,22 y 0,45 um)

Filtros de membrana Whatman de Nylon (0,20 ym, 47 mm de diametro)
Filtro de succion al vacio de vidrio

Jeringa Hamilton® 81000 para HPLC (20 pL)

Matraces aforados (10, 25, 100 y 1000 mL)

Micrometro exterior Makawa (0—25 mm, 0,01 mm)

Micropipeta electrénica programable P1000M (10-250 L)
Micropipeta mecéanica (0,5-10, 10-100, 100-250 y 100-1000 uL)
Microtubos de polipropileno (2 mL)

Navecilla para pesar

Papel Parafilm

Pinzas de plastico

Pipetas Pasteur de plastico (3y 5 mL)

Pisetas (250 mL)

Portaobjetos

Puntas para micropipetas

Soporte universal

Tubos para centrifuga de polipropileno (15 mL)

Tubos Eppendorf (0,5, 1,5y 5 mL)

Tubos de vidrio para dispersiones (20 mL)

Vasos de precipitado (10 y 50 mL)
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3.3Equipos

Agitador magnético HI 190M/ Hanna Instruments

Agitador vortex

Balanza analitica precisa ES 225SM-DR

Bafio termorregulado con agitacion

Bomba de vacio N820.3FT.18/ Knf Neuberger

Cromatografo liquido Jasco LC-Net II/ADC con detector de arreglo de diodos
(DAD)

Espectrometro RAMAN, Delta Nu Avantage p/n A532
Espectrofotometro UV/VIS, Agilent 8453

Estufa Blinder Ecocell

Goniometro estandar de Ramé-Hart Instrument Co., modelo 200
Maquina cortadora Silhouette Portrait

pHmetro WTW modelo pMx 3000 y OAKTON pH 700
Potenciostatos CHInstrument 760c/760e

Procesadora de alimentos Moulinex

Microscopio electrénico de barrido Inspect-F50

Sistema de evaporacion con nitrégeno TurboVap® LV, Biotage
Sistema purificador de agua Milli-Q Merk

Sonicador Bransonic Branson 2510 y VWR/Symphony

3.4Preparacion de soluciones

3.4.1 Soluciones electroliticas

3411

Buffer Britton-Robinson (BRB) 0,1 M

Para preparar 1 litro de buffer se pesaron 6,19 g de acido bérico, llevandose a un
matraz donde se agreg6 aproximadamente 1/4 de su capacidad con agua Milli-
Q, posteriormente se adicioné 5,7 mL de acido acético glacial (100%) y 7,9 mL
de acido ortofosférico (85%). La mezcla resultante se sonicé durante 10 minutos.
Finalmente, se afiadié agua Milli-Q al matraz hasta enrasar a su capacidad. El

buffer resultante tuvo aproximadamente un pH de 2. El pH del buffer se ajust6
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3412

3.4.2

3.4.3

3.4.4

3.4.5

agregando pellets de NaOH al mismo con agitacion, hasta alcanzar el pH
deseado.

Solucién de KCI 0,1 M

Se preparé 100 mL de una solucién concentrada de KCI 3 M, disolviendo 22,36
g de dicha sal en agua Milli-Q. A partir de la solucion concentrada de KCI se
preparé una solucion diluida de KCI 0,1 M.

Soluciones stock y de trabajo

Como punto de partida se prepar6 una solucion stock a partir de 1,56 mg de un
estandar de referencia de materia prima (DNC 97%) en 25 mL de acetonitrilo
(ACN). La solucién se sonicé durante 5 minutos y luego se agité vigorosamente
en un vortex durante 1 minuto. La solucién resultante tuvo una concentracion de
0,20 mM. A partir de la solucién stock se prepararon las respectivas soluciones
de trabajo en tubos de Eppendorf, haciendo diluciones en ACN y agitando
durante 1 minuto en vortex. Todas las soluciones fueron almacenadas a

refrigeracion en material ambar para mantener su estabilidad.

Solucién de NCZ (0,12 mg mL™)

Se disolvieron 3 mg de NCZ en 25 mL de ACN. La solucién resultante se sonico
durante 5 minutos y luego se agit6é vigorosamente en un vortex durante 1 minuto.

Finalmente, la solucion fue filtrada con membranas de Nylon (0,22 um).

Solucién de ferricianuro de potasio Ks[Fe(CN)g]

Se prepararon soluciones de ferricianuro de potasio 1 mM, disolviendo 3,29 mg
de dicha sal en 10 mL de BRB (0,1 M) o KCI (0,1 M).

Solucién ACN: agua (25:75 viv)

Se prepard una solucién a partir de la mezcla de 250 yL de ACN con 750 yL de

agua Milli-Q, y se agitd en vortex durante 30 segundos.
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3.4.6

3.4.7

3.4.8

Solucién de PS

Se disolvio un pellet de PS (M = 35), con masa aproximada de 42 mg en 1 mL de
1,3-dioxolano, y se agitd vigorosamente con un vortex hasta su completa

disolucion.

Dispersién de MWCNT (3 mg mL™)

Se peso6 una cantidad equivalente a 3 mg de MWCNT previamente triturados, los
cuales fueron disueltos en 1 mL de 1,3-dioxolano. La dispersion resultante se
agitd en un bafio ultrasénico durante 5 minutos. Se utilizaron 5 sesiones de

sonicado con agitacion mecanica en vortex entre cada periodo de sonicacion.

Dispersién de MWCNT/PS (0,2 mg mL™)

Las condiciones fueron optimizadas y se describen con detalle en la seccion de
resultados y discusion, sin embargo el proceso de elaboracion de dispersiones
de MWCNT/PS se puede resumir de la siguiente forma: se disolvieron en
conjunto 4 mg de MWCNT y 3 mg de PS (M = 35) en 20 mL de 1,3-dioxolano. La
mezcla resultante se agitd en un bafo ultrasénico, donde se utilizé 8 sesiones de

sonicado de 5 minutos, y agitacién en vortex entre cada periodo de sonicacién.

3.5Procedimientos y métodos

3.5.1

3.5.2

Purgado de la solucion electrolitica

Antes de realizar cualquier medicién electroquimica, la solucién electrolitica a
emplear fue purgada con una corriente de nitrbgeno para remover el oxigeno
disuelto. Como tiempo de purgado se consider6 1 minuto por cada mililitro de

solucion electrolitica.

Pulido de electrodos de GC

Se utilizaron dos almohadillas de pulido, cada una fijada a una placa de vidrio.
Sobre una de las almohadillas se deposité una pequefia cantidad de polvo de
alimina con un tamafio de particula de 0,3 ym, mientras que en la otra se colocé
una cantidad similar de polvo de alimina con un tamafio de particula de 0,05 um.

El polvo de alimina colocado sobre las almohadillas fue humedecido con agua
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3.5.3

3.54

Milli-Q formando una pasta. Antes de realizar el pulido el electrodo fue lavado
con etanol y agua Milli-Q. El pulido se llevo a cabo efectuando movimientos
circulares sobre la pasta formada, comenzando primero con la alimina de 0,3
pum. Después de realizar el proceso de pulido, la superficie del electrodo fue
lavada con abundante agua Milli-Q y se dejé secar al aire.

Fabricacion de peliculas de BP

Las peliculas de BP se obtuvieron a través de filtracion al vacio de la dispersion
de MWCNT/PS sobre filtros de membrana de Nylon/0,20 ym (figura 9). Las
peliculas de BP obtenidas fueron cortadas en diametros de 6 y 4 mm para la

modificacion de GCE y SPE, respectivamente.

. Dispersion de MWCNT/PS
Filtros de membrana de nylon y
(Whatman}, tamafio de poro .
0.20 pm y didgmetro 47 mm

Parte frontal Cortado en maquina
Silhouette Cameo 4

Secado a 50 °C por
30 minutos en
horno

. '\ 0000 20000
Part:
‘ pzrstZrior .... :::::
Macrolamina de BP-MWCNT/PS con didmetro
BP-MWCNT/PS deseado para modificar electrodos

Figura 9. Proceso de fabricacién de BP basado en nanoestructuras de MWCNT.

Modificacién de GCE y SPE con peliculas de BP

La modificacion de GCE y SPE se logré6 mediante el método de Stamp®, como
se muestra en la figura 10. En lineas generales, se deposité una gota de 1,3-
dioxolano sobre un disco de BP, el cual inmediatamente se incorpord a la
superficie del electrodo a modificar, ejerciendo una presién controlada alrededor
de 20 segundos. El disco de BP adherido a la superficie del electrodo se dejé
reposar por 2 minutos, posteriormente la membrana de Nylon fue removida con

la ayuda de unas gotas de agua Milli-Q.
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Electrodo de carbono Electrodo
vitreo pulido completamente
Agregar_una gota P Agregar Remocion de la modifi?:ado (GC-EP)
de 1,3-dioxolano unas gotas membrana de
K de agua . nylon
BP 6 mm . Aplicar presidn sobre el
disco de BP

Y
Agregar una gota de |

. 1,3-dioxolano

p-

Aplicar presién sobre

Electrodo serigrafiado de
g el disco de BP

carbono
Agregar
/ unas gotas
de agua
Electrodo completamente
modificado (SPE-BP) Remocién de la

Figura 10. Proceso de modificacion de electrodos con BP-MWCNT/PS. (A) Modificacion de
GCE y (B) Modificacion de SPE.

3.5.5 Sistema de medicién electroanalitico con GCE

Todas las mediciones con GCE se realizaron en una celda electroquimica de
vidrio, usando 10 mL de BRB (0,1 M), ademas se utiliz6 un RE de Ag/AgCl (KCI
1 M) y un CE de platino.
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3.5.6 Estudios de caracterizacién para la plataforma BP-MWCNT/PS
3.5.6.1 Caracterizacion por SEM

Para el analisis se prepararon dos discos de BP-MWCNT/PS de 10 mm de
diametro, el primero sin nitrocompuesto y el segundo se modific6 con una
cantidad total de 166 yL de una solucién de DNC (0,2 mM). Cada disco fue fijado
sobre el soporte para muestra (PIN SEM), mediante la metodologia utilizada para
modificar la superficie de un electrodo. Para el registro de imagenes, el equipo
SEM utiliz6 alto vacio y un voltaje de 20 kV.

3.5.6.2 Caracterizacion por espectroscopia Raman

Para llevar a cabo el analisis se prepararon tres muestras. La primera muestra
consisti6 en un BP de 6 mm de diametro, y la segunda muestra fue un BP
modificado con 100 pyL de una solucion de DNC (0,2 mM); ambas muestras
fueron fijadas sobre un portaobjeto mediante la metodologia descrita para
modificar la superficie de un electrodo. La tercera muestra consistio en la
deposicion de una alicuota de 10 uL de una dispersion de MWCNT (3 mg mL™)
sin PS sobre un portaobjeto, donde se dej6é evaporar completamente el solvente
antes de realizar su correspondiente andlisis. Los pardmetros consistieron en el
uso de luz polarizada (532 nm) con un tiempo de integracion de 30 segundos y
una secuencia de retardo de 1 segundo. Para disminuir el ruido de la linea base

se tomé el promedio de 5 espectros en cada medida realizada.

3.5.6.3 Angulo de contacto con diferentes liquidos

La hidrofobicidad de la plataforma BP-MWCNT/PS fue evaluada utilizando los
siguientes liquidos: agua Milli-Q, BRB a pH 7 y una mezcla de ACN: agua en
proporcion 25:75 viv. Todas las medidas se realizaron a temperatura ambiente
(25 °C) y utilizaron 4 uL de cada liquido sobre diferentes BP de 6 mm de diametro.
El valor del angulo de contacto fue tomado como el promedio del angulo formado

por la gota en ambos lados.
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3.5.6.4

3.5.7

3.5.8

Determinacion del area de superficie electroactiva en GCE

El EAS se determind por el método de Randles-Sevcik mediante la técnica de
CV, con velocidades de barrido comprendidas entre 0,05 y 0,40 V s, y usando
una solucién de Ks[Fe(CN)e] 1 mM; ademas las medidas fueron realizadas por
triplicado en cada experimento. La corriente maxima anddica y catdédica fue
tomada como respuesta electroquimica. Se hicieron un total de tres
experimentos: en el primer experimento se determind el area activa de un GCE
en KCI (0,1 M), considerando un coeficiente de difusion anddico y catdédico de
6,50x10° y 7,63x10°® cm? s (Zoski, 2006%%), respectivamente, para el ion
[Fe(CN)e]® en dicho medio. En el segundo experimento se determind el
coeficiente de difusién anddico y catddico para el ion [Fe(CN)s]® medido en BRB
(0,1 M), a partir del EAS del GCE determinada en el primer experimento. En el
tercer experimento se determin6 el EAS de un GCE modificado con un disco BP-
MWCNT/PS de 6 mm de diametro. En este Gltimo caso las mediciones se hicieron
en BRB (0,1 M), y se considerd los coeficientes de difusion calculados en el

segundo experimento.

Funcionalizacion de la plataforma BP-MWCNT/PS con la DNC en GCE

La funcionalizacién se llevo a cabo por métodos no covalentes, especificamente
por procesos de adsorcién del analito en la superficie del electrodo modificado,
siguiendo dos metodologias: adsorcion directa e indirecta. La primera
metodologia se llevd a cabo agregando el analito sobre la superficie del electrodo
modificado (BP-MWCNT/PS-GCE). En la segunda metodologia la adsorcion del
analito se llevé a cabo desde el medio de reaccion (10 mL de BRB), con agitacion
magnética. Las condiciones fueron optimizadas y se describen con detalle en la

sesibén de resultados y discusiones.

Estudios generales por CV

Las mediciones se realizaron en BRB (pH 7) empleando un GCE sin
modificacion, y posteriormente modificado con la plataforma BP-MWCNT/PS.
Para generar los voltamogramas se tomé un tiempo de equilibrio de 2 segundos,

los cuales fueron normalizados por el EAS de cada electrodo, expresandose en
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3.5.9

3.5.10

3.5.11

3.5.12

forma de densidad de corriente. Los barridos se realizaron a una velocidad de
0,10 V s, Los electrodos fueron funcionalizados por adsorcién directa con una
solucion de DNC 0,2 mM. Este ultimo paso se efectué para todos los estudios
llevados a cabo en el comportamiento electroquimico de la DNC.

Influencia del pH en la reduccién del grupo nitro

El estudio fue realizado con GCE previamente modificados con la plataforma BP-
MWCNT/PS. Las medidas electroquimicas se generaron por CV a una velocidad
de barrido de 0,10 V s, y se tomaron por triplicado con un electrodo diferente en
cada valor de pH (2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12). El pH del BRB se ajusté con
pellets de NaOH o HCI (37%).

Estudio de electrélisis

Los electrodos GC-BP-MWCNT/PS previamente funcionalizados con la DNC se
sometieron a un estudio de electrolisis por cronoamperometria, aplicando un
potencial de —0,75 V durante 60 segundos (potencial bajo: —0,85 V; potencial alto:
-0,45 V). Las mediciones se realizaron por triplicado para el blanco y el analito

adsorbido, usando un electrodo diferente en cada medida y BRB (0,1 M) a pH 5.

Efecto de la velocidad de barrido en la reduccién del grupo nitro

El estudio se llevé a cabo mediante CV a pH 5, registrando la corriente maxima
y el potencial de reduccion para el pico catddico tomando las siguientes
velocidades: 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35 y 0,40 V s*, donde las

medidas fueron tomadas por triplicado en cada valor de velocidad.

Estudios electroquimicos para las especies superficiales electrogeneradas

Los estudios se llevaron a cabo por CV con la plataforma BP-MWCNT/PS en
GCE. En un primer estudio los CVs se generaron con 10 ciclos de barrido a una
velocidad de 0,1 V sty un pH de 10 y 2. En un segundo estudio se evalué el
efecto del pH sobre las especies superficiales electrogeneradas, donde los CVs
se registraron en dos etapas en un rango de pH de 2 a 10, y con una velocidad

de 0,1V s. La primera etapa consisti6 en la reduccién de la DNC y la formacién
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del par redox: derivado nitroso/derivado de hidroxilamina, mientras que la
segunda etapa consisti6 en la formacion de los azo y azoxi derivados. Lo
anteriormente descrito se realizé con la intencion de observar todas las sefiales
en los CVs generados, para realizar el registro de las medidas electroquimicas.
En el tercer estudio se evalu6 el efecto de la velocidad de barrido sobre las
especies superficiales electrogeneradas, donde se utilizaron las mismas
condiciones empleadas en el estudio de velocidad para la reduccion del grupo
nitro. Adicionalmente se utilizé el comando macro disponible en el software de
andlisis electroquimico, con la finalidad de automatizar la secuencia de medicion
apH5ya0,15V s En este caso para llevar a cabo la secuencia de medicion,

se establecieron los siguientes pasos que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Pasos especificos para llevar a cabo la secuencia de medicién en el comando
macro.

Primera etapa Segunda etapa

Tech: CV Tech: CV
Ei: O Ei: -0,10
Eh: 0,15 Eh: 0,70
El: -0,70 El: -0,10
Ef: O Ef: 0,05

v: 0,15 v: 0,15

cl: 2 cl: 2

qt: 2 gt: 0,50
sens: le-3 sens: le-4

3.5.13 Estabilidad de la solucién analitica

Se estudio la estabilidad de la DNC en solucién mediante espectroscopia UV-Vis
y DPV. Esto se logro a través de la preparacion de una solucién madre (0,15 mM)
en un matraz volumétrico transparente, utilizando un estandar de DNC disuelto
en ACN. La solucibn madre estuvo expuesta a temperatura ambiente y en
condiciones de refrigeracion (4 °C). Los estudios fueron realizados por triplicado
durante cinco dias consecutivos. Para el estudio por espectroscopia UV-Vis, se
monitored el espectro de absorcion molecular a 400 nm/min en un rango de

longitudes de onda entre 300 a 450 nm, y se registré la altura del pico. Para el
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3.5.14

3.5.15

estudio por DPV, los voltamogramas se generaron a pH 5 en BRB (0,1 M) para
la reduccion de la DNC, donde se tom0 la altura del pico de corriente como sefial
analitica. Cada voltamograma se registré tomando un potencial inicial de —0,35 V
y un potencial final de -0,70 V, ademas se consideraron los siguientes
parametros: amplitud del pulso 0,05 V, ancho del pulso de 0,20 s, periodo de
pulsacion 0,50 segundos y tiempo de equilibrio de 2 s. Las condiciones y
parametros descritos anteriormente fueron utilizados en todos los estudios
realizados por DPV. En este caso, se utilizaron electrodos diferentes para cada
dia de estudio, modificados con la plataforma BP-MWCNT/PS.

Tiempo de acumulacién

El estudio de tiempo de acumulacion se evalu6 por DPV, considerando un rango
de 1 a 8 minutos. Se empled una solucion estandar de DNC (0,1 mM) y GCE
modificados con la plataforma BP-MWCNT/PS. La superficie del electrodo
modificado fue funcionalizada por adsorcién indirecta con la DNC, la cual se
agrego al medio de reaccion (10 mL de BRB) utilizando alicuotas de 100 uL de
la solucién preparada, donde se mantuvo una agitacion magnética a 500 rpm
durante el periodo de acumulacion. Posteriormente se detuvo la agitacion y se
procedié a registrar el correspondiente voltamograma. En cada tiempo de estudio

las medidas se tomaron por triplicado con electrodos diferentes.

Condiciones para el sistema BIAS

Las mediciones se llevaron a cabo por AD i-t en una celda BIAS acoplada a una
micropipeta electrénica programable y un SPE (figura 11), este Ultimo fue
previamente modificado con la plataforma BP-MWCNT/PS. Antes de realizar la
modificacion, la superficie del SPE fue lavada con agua Milli-Q con la intencion
de eliminar los posibles contaminantes o impurezas que puedan interferir en las
mediciones. Con el mismo fin, la solucibn madre fue filtrada utilizando
membranas de nylon de 0,22 um. El volumen de solucién electrolitica utilizado
en la celda BIAS se ajust6 a 20 mL. La solucién electrolitica y el diluyente utilizado

para preparar las muestras se purgaron con una corriente de N, para eliminar el
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O, disuelto. Las condiciones experimentales fueron optimizadas y se describen

con detalle en la seccion de resultados y discusion.

A =

vV~

Figura 11. (A) Celda electroquimica BIAS con micropipeta electrénica programable. (B) Celda
acoplada a SPE para ejecutar la deteccibn amperométrica i-t.

3.5.16 Condiciones para el sistema cromatografico

Se utilizaron condiciones de operacion similares a las reportadas en la literatura
para el andlisis de NCZ en alimentos destinados a pollos de engorde 88286 En
este caso se hizo un reajuste en la composicion de la fase moévil, y se disminuyo
la longitud y diametro de la columna cromatografica utilizada, con el objetivo de
minimizar los tiempos de analisis de la DNC. Ademas, se elimind la proporcion
de agua utilizada en el diluyente de la muestra, debido a la escasa solubilidad de
la DNC en medio acuoso. En la tabla 4 se resumen las condiciones de operacion
utilizadas. Todas las muestras a analizar fueron filtradas usando membranas de
Nylon de 0,45 uym, y se tomo el area del pico cromatografico como respuesta
analitica para la DNC. La fase mévil se filtr6 al vacio con membranas de Nylon
de 0,20 um.
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Tabla 4. Condiciones de operacion para el sistema cromatografico.

Fase Movil Bomba
Parametro Condicién Parametro Condicion
Eluyente A Acetonitrilo 60% Elucion Isocratica
Eluyente B Agua 40% Flujo 1 mL/min
Presién maxima 35 MPa
Inyector Columna
Parametro = Condicion Parametro Condicion
Tipo Manual de vélvula | Tipo Cis Symmetry en fase
reversa
Loop de 20 uL Longitud 150 mm
muestra Diametro interno 3,9 mm
Diluyente | Acetonitrilo Tamafio de particula | 5 ym
de la Temperatura horno 25 °C
muestra
Detector
Parametro Condicion
Tipo Absorbancia UV/DAD
Longitud de onda 340 nm
Temperatura 25°C

3.5.17 Validacion de métodos analiticos

Para validar cada método, se sigui6é un protocolo que incluyé la evaluacion de la
precision (repetibilidad y reproducibilidad), la linealidad y rango, asi como la

determinacion de los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ).

3.5.17.1 Cifras de mérito para el método electroanalitico por DPV con BP-

MWCNT/PS-GCE

3.5.17.1.1 Precision

La repetibilidad se estudio para un mismo electrodo previamente modificado con
la plataforma BP-MWCNT/PS, donde se registraron ocho mediciones con un
escaneo de limpieza entre cada una de ellas. La reproducibilidad se estudi6 para
ocho electrodos modificados con la plataforma BP-MWCNT/PS. En este caso,
para la modificacibn de los electrodos se emplearon dos BP por cada
macrolamina producida (se fabricaron 4 macrolaminas en diferentes dias). La
superficie de cada electrodo modificado se funcionaliz6 por adsorcién directa con
una solucién estandar de DNC (0,2 mM). Las mediciones fueron realizadas en

una misma celda y mismo dia para el estudio de repetibilidad, mientras que para
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el estudio de reproducibilidad se hicieron en diferentes celdas y dias. La
repetibilidad y reproducibilidad se expresé en términos de desviacion estandar

relativa (RSD) porcentual, la cual se calcula utilizando la siguiente relacion:

RSD = Z x 100 3)
X

donde o, es la desviacién estandar y X es la media en relacion a la variable x. La

desviacién estandar se determind utilizando la siguiente relacion:

, Y
o= —1:1():11 X) (4)

Se hizo un analisis comparativo entre la repetibilidad y reproducibilidad mediante
una prueba t de student. El estadistico t para dos poblaciones con varianzas

desiguales se calculé de la siguiente forma:

t = —— ()

Los grados de libertad (g.l) fueron determinados utilizando la siguiente formula:

2
2 2
o{ o
ng np
—_— 6
22 22 (6)
(=) ()
ni np
+
ni—-1 np-1

g.l.=

A partir del estadistico t y de los g.l., se determindé el valor de probabilidad de dos
colas, y se establecid la afirmacion de la hipétesis nula (Ho) mediante el siguiente

criterio, considerando un nivel de confianza del 95%:
Valor de probabilidad de dos colas > 0,05 (7)
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3.5.17.1.2 Linealidad

La linealidad se estudié funcionalizando la superficie del electrodo modificado con
la DNC por adsorcion directa. En este caso se utilizd6 un set de soluciones
estandar con las siguientes concentraciones: 0,75, 15,11, 30,22, 45,34, 60,45,
75,56, 90,67 mg L*. Las medidas se hicieron por triplicado utilizando un electrodo
modificado en cada nivel de concentracion. Adicionalmente se estudio la
linealidad del método a través de la funcionalizacién por adsorcion indirecta. En
este caso, se agregaron en la misma celda electroquimica alicuotas sucesivas
de 100 uL (solucion estandar de DNC) con las siguientes concentraciones: 2,03,
3,02, 6,04, 9,07, 12,09, 15,11 y 18,13 mg L™*. Este proceso se hizo por triplicado
con diferentes electrodos, donde se tomé un tiempo de acumulacion de 4 minutos
después de la adicion de cada alicuota. El rango lineal se consideré como el
intervalo de concentraciones en el que el método mantuvo una linealidad con la
respuesta analitica. La linealidad se expresd en términos del coeficiente de

determinacion (R?), el cual se calculé6 mediante la siguiente relacion:

_ L7

R? —
TiL(vi-7)?

(8)

La linealidad obtenida para cada modelo de regresion lineal se comprobo a través
de la comparacién del valor de t para el coeficiente de correlacion (r), con el valor
de t critico de dos colas (n—2 grados de libertad y un 95% de nivel de confianza).

El valor del estadistico t se calculé mediante la siguiente ecuacion:

_rlvn-2

b= e ©)

donde n representan al nimero de niveles de concentracién utilizados en el
modelo de regresion lineal. El valor de r se determiné a través de la siguiente
ecuacion:
.= Ny XY= Xisi, Y (10)
2 2 2 2
j<”2?=1xi —(Zik1 %) ><nz?=1yi —(Zq 1) >
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3.5.17.1.3 Sensibilidad, LOD y LOQ

Para la metodologia por adsorcion directa, se construy6 una curva de calibracion
utilizando un set de soluciones estandar con las siguientes concentraciones:
2,01, 3,50, 4,53, 7,56, 9,04 y 15,11 mg L. En el caso de la metodologia por
adsorcion indirecta se utilizaron las siguientes concentraciones: 5,00, 6,00, 7,00,
8,00, 9,00 y 10,00 mg L. Andlogamente al estudio de linealidad, las medidas se
tomaron por triplicado. La ecuacién de la recta de la curva de calibraciéon se

expreso de la siguiente forma:
y=mx-+b (11)

donde m es la pendiente y b es el intercepto con el eje y. La sensibilidad se definio
como la pendiente de la curva de calibracion, la cual se puede expresar de la
siguiente forma:

nZ’{‘ 1 XiYi— Xz Xi Xiz Vi

m = =11 (12)
n XZ (Z i)z

El LOQ se consideré igual al limite inferior del rango de trabajo, y el LOD se

definio de la siguiente forma:

LOD = t(n-1),0,99 X SD (13)

El valor de t critico (1 cola) se determiné considerando n-1 grados de libertad y
un 99% de nivel de confianza. SD corresponde a la desviacién estandar de las

concentraciones predichas en un punto de la parte baja del rango lineal.

3.5.17.2 Cifras de mérito para el método electroanalitico por AD i-t con BP-
MWCNT/PS-SPE

3.5.17.2.1 Precision

La repetibilidad se estudié con un mismo electrodo, donde el registro de las

medidas se hizo mediante inyecciones de 25 uL de una solucion estandar de
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DNC (0,03 mM) cada 100 segundos. La reproducibilidad se estudié con ocho
electrodos, donde las medidas se registraron en diferentes dias. Anadlogamente
al método por DPV, la repetibilidad y reproducibilidad se expreso6 en términos de
la RSD.

3.5.17.2.2 Linealidad, rango, sensibilidad, LOD y LOQ

La linealidad se ensay6 utilizando un set de soluciones estandar con las
siguientes concentraciones: 0,76, 1,51, 3,02, 4,53, 6,05, 7,56, 9,07y 9,70 mg L
!, Las soluciones fueron inyectadas individualmente con un intervalo de 200
segundos entre cada una; ademas se tomaron las medidas por triplicado con
electrodos diferentes. La curva de calibrado se gener6 en el intervalo donde se
mantuvo la mejor linealidad. Siguiendo la misma logica que en el método por
DPV, la linealidad se expreso en términos del R?, y el LOQ se considerd igual al
limite inferior del rango de trabajo; en el caso del LOD se determin6 mediante la

siguiente expresion:

3 X SDblanco

LOD = ——
Sensibilidad

(14)

3.5.17.3 Cifras de mérito para el método HPLC-DAD
3.5.17.3.1 Adecuacion del sistema

Para la prueba de adecuacién del sistema HPLC se utiliz6 una solucion estandar
de DNC a una concentracion de 0,2 mM, donde se determinaron los parametros
tipicos de desempefio: tiempo de retencion (tr), area de pico, altura de pico,
numero de platos te6ricos (NTP) y factor de simetria (As), como se establece en
la literatura®’. La adecuacién del sistema se llevé a cabo durante 5 dias
consecutivos, considerando un total de 5 inyecciones repetidas por cada dia de
analisis. La precisiobn del método se determin6é en relacién al area del pico

cromatograéfico.
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3.5.17.3.2 Linealidad

La linealidad del método se evalu6 utilizando un set de soluciones estandar de
DNC con las siguientes concentraciones: 0,12, 3,78, 7,56, 15,11, 30,22 y 59,36
mg L. Cada nivel de concentracion se inyectd por triplicado. La linealidad del

método se expreso en términos del R2,

3.5.17.3.3 Sensibilidad, LOD y LOQ

3.5.18

Se construyé una curva de calibracién utilizando un set de soluciones estandar
con las siguientes concentraciones: 0,12, 0,24, 0,47, 0,95, 1,89, 3,78 y 9,02 mg
L. Andlogamente al estudio de linealidad, las medidas se tomaron por triplicado.
El LOQ se consideré igual al limite inferior del rango de trabajo, y el LOD se

establecidé segun la siguiente definicion sugerida en la literatura®:

LoD =222 (15)
3,3

Estudios de recuperacidn

La exactitud del método fue determinada por medio de la recuperacion, utilizando
NCZ en forma farmacéutica. Los estudios se llevaron a cabo por el método
electroanalitico de DPV y el método HPLC de forma intradia (n = 3) e interdia (n

= 9). La recuperacion fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

Concentracién encontrada
% Re = x 100 (16)

Concentracién porcion tomada

Un total de 9 muestras fueron preparadas de la siguiente forma: se tomé una
alicuota de 2 mL de una solucién de NCZ (0,12 mg mL?) y se aforé a 4 mL con
ACN. La concentracion de las muestras fue determinada por el método de adicion
de estandar, donde cada una fue fortificada con cantidades crecientes (200, 400
y 600 pL) de una solucion estandar de DNC (54,30 mg L). La concentracion de
la porcién tomada se determiné en base a la cantidad de NCZ declarada en el
producto terminado. Adicionalmente se calculd la precision del método en

términos de la RSD. Las medidas se registraron por triplicado para cada muestra
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3.5.19

analizada. Los resultados de recuperaciéon fueron confirmados mediante la
comparacion del valor de tec para la recuperacion promedio con el valor de t
critico de dos colas (n-1 grados de libertad y 95% de nivel de confianza). El valor

de tc se determiné a través de la siguiente ecuacion:

__ |100—Recuperacion promedio| vn
lrec = RSD (17)

donde n representa el nimero de niveles fortificados en la curva de adicién de

estandar.

Aplicacion del método electroanalitico en muestras de masculo de pollo

3.5.19.1 Recoleccidon

La muestra consistié en un musculo de pollo certificado (material de referencia).
La carne fue triturada en un procesador de alimentos hasta formar una pasta. Se
eliminé el contenido de humedad con la ayuda de una estufa y posteriormente
con una corriente de nitrogeno. Se prepararon 10 muestras (cada una de 5
gramos), las cuales se colocaron en tubos de centrifuga de 15 mL y se

almacenaron a refrigeracion.

3.5.19.2 Incubacion

Las muestras se distribuyeron de la siguiente forma: un blanco y tres muestras
enriquecidas a cada nivel de concentracién (3000, 5000 y 7000 ug/kg). Esto se
logré agregando 5 mL de una solucién estandar de DNC (3,5y 7 mg L) a cada
una de las muestras. Todas las muestras se llevaron a un bafio termorregulado

a 37 °C y con agitacion a 140 rpm durante 12 horas.

3.5.19.3 Extraccién

Luego de la incubacion, las muestras fueron estabilizadas a temperatura
ambiente durante 30 minutos y posteriormente se separé el sélido mediante
filtracion. El sélido se coloc6 en un tubo de centrifuga de 15 mL y se procedi6 a

agregar 4 mL de acetato de etilo a cada muestra. Las muestras se agitaron en
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vortex durante 2 minutos y luego se centrifugaron a 3500 rpm por 10 minutos. El
sélido se separ6 por filtracion, transfiriendo el extracto a un nuevo tubo de
centrifuga. En total se realizaron tres etapas de extraccion.

3.5.19.4 Preconcentraciéon

Los tres extractos recolectados de cada muestra se evaporaron a 40 °C en un
sistema de evaporacién con nitrégeno de flujo controlado (5 psi). El residuo se
reconstituy6 con 500 uL de ACN, donde se agit6 en vortex durante 2 minutos. La
solucion resultante se filtr6 (membrana de Nylon 0,22 um) y fue recolectada en

un tubo de Eppendorf.

3.5.19.5 Cuantificacion

En la preparacion de las muestras para el andlisis cuantitativo se tom6 100 pL de
analito preconcentrado y se diluyé a 250 yL con ACN. Debido a la complejidad
de la matriz, la cuantificacién se llevd a cabo por el método de adicion de
estandar, donde las muestras fueron fortificadas con cantidades crecientes (12,5,
25,0y 37,5 uL) de una solucién estandar de DNC (60,45 mg L1).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Preparacién de electrodos con peliculas de tipo BP
4.1.1 Preparacion de dispersiones de MWCNT

El desarrollo exitoso de peliculas de BP conllevé la elaboracion de dispersiones
de nanotubos que se comporten de manera estable. Esto depende principalmente del
tipo de solvente empleado, la cantidad de nanotubos a utilizar y el tipo de agitacion para
dispersar las particulas de CNT. En este estudio el 1,3-dioxolano fue filtrado con
membranas de Nylon de 0,45 pm, para eliminar alguna posible impureza que pueda
interferir al momento de producir las peliculas de BP. Asimismo, los nanotubos fueron
previamente triturados con la ayuda de un mortero de agata, para romper los agregados
gue puedan afectar negativamente la homogeneidad de la dispersién, ademas para
aumentar la superficie disponible de los mismos. La trituracién de los nanotubos fue una
etapa crucial al momento de preparar la dispersion, debido a que la pelicula de BP
producida present6 agregados de nanotubos sobre su superficie, cuando la trituracion
no fue realizada eficientemente. Para la fabricacién de peliculas de BP, se optd por
utilizar una concentracion de MWCNT de 0,2 mg mL™* en la dispersion, debido a que se
ha comprobado experimentalmente que las concentraciones por encima de este umbral

generan peliculas de BP con baja homogeneidad, dando resultados poco reproducibles.

Un elemento considerado en el proceso de elaboracion de dispersiones de CNT
son los polimeros, los cuales actian como una barrera que evita que los hanotubos se
aglomeren, debido a fuerzas de repulsion entrépica, favoreciendo de esta forma la
estabilidad de la dispersion formada®>2°. En este caso se ha propuesto utilizar una
cantidad equivalente a 3 mg de poliestireno (PS) de bajo peso molecular (M = 35), para
estabilizar la dispersion de MWCNT y mejorar las propiedades mecéanicas de los BP
producidos. La cantidad y tipo de PS se optimiz6 en el estudio de Moscoso et al?3, donde
se observé la dependencia de la corriente capacitiva y faradica del 3,5-dinitrobenzoato
de 4-(piren-1-il) butilo en presencia de PS de alto y bajo peso molecular, siendo este
Gltimo un polimero que genera mejores sefiales de corriente. En la tabla 5 se muestra
un resumen de las condiciones experimentales consideradas para la preparacion de
dispersiones de MWCNT.
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Tabla 5. Condiciones optimizadas para la obtencion de dispersiones de MWCNT.

Parametro Condicién
Cantidad de CNT 4 mg de MWCNT previamente triturados en un mortero de agata
Solvente 20 mL de 1,3-dioxolano previamente filtrado
N 8 sesiones de sonicado en bafio ultrasénico (5 min c/u) y agitacion
Agitacion ., .
en vortex entre cada sesion de sonicado
Polimero 3 mg de PS de bajo peso molecular (Mw = 35)

Con las condiciones descritas en la tabla 4 se logré obtener una dispersion
exitosa (figura 12), la cual es estable y resulta adecuada para producir peliculas
homogéneas de BP, que permitiran generar resultados reproducibles. Cabe destacar
gue el proceso de elaboracién de dispersiones de MWCNT no incluyé la utilizacion de
ningun tipo de tensoactivo; a pesar de que estos ejercen un efecto positivo en la
estabilidad de la dispersion, resultan dificiles de evaporar al momento de producir las
peliculas de BP.

Figura 12. Dispersion de MWCNT 0,2 mg mL* en 1,3-dioxolano y poliestireno de bajo peso
molecular. (A) Previo al proceso de agitacion. (B) Dispersion estable para preparar BP-
MWCNT/PS.

La dispersion de MWCNT obtenida se sometié a un proceso de filtracion al vacio
usando membranas de Nylon (0,20 ym, 47 mm de diametro), como se describio en la
seccion metodoldgica. El proceso de filtracién al vacio se realizé con una velocidad de
filtrado controlada para obtener una macrolamina de BP-MWCNT/PS lo mas homogénea

posible. La macrolamina de BP-MWCNT/PS obtenida fue cortada en pequefios discos
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de didmetro deseado, que finalmente se emplearon en la modificacién de electrodos
comerciales. El proceso de corte se realizO de manera meticulosa, para evitar
deformaciones o dafios estructurales en el mini disco de BP-MWCNT/PS producido. Se
midi6 el espesor de las peliculas de BP-MWCNT/PS con la ayuda de un micrometro,
dando un valor de 154 + 1 um. Para resumir, se puede destacar que el éxito en el proceso
de fabricacion de peliculas de tipo BP dependera del desarrollo metodolégico adecuado
gue se haya realizado, desde la elaboracién de la dispersion hasta la obtencién de mini
discos de BP-MWCNT/PS.

4.1.2 Modificacion de electrodos comerciales con BP-MWCNT/PS

La obtencion de peliculas homogéneas de BP-MWCNT/PS, permitieron llevar a
cabo la modificacion de la superficie de un GCE o SPE para generar un sensor
electroquimico, el cual se espera que sea sensible y reproducible para la deteccién de
la DNC. La modificacion de la superficie de cada electrodo fue llevada a cabo por el
método de Stamp, descrito en la seccién de metodologia. La rapida evaporacion del 1,3-
dioxolano permitid obtener electrodos modificados de manera practica durante la
aplicacion del método de Stamp, como se logra observar en la figura 13. A, donde la
superficie del electrodo ha sido modificada correctamente, la cual resulta adecuada para
llevar a cabo las mediciones electroquimicas, sin embargo existe la posibilidad de crear
una superficie con imperfecciones, como se logra apreciar en la figura 13. B. Esto es
atribuible a una incorrecta ejecuciéon del método de Stamp, que crea una superficie
defectuosa, la cual no produce ninguna sefial analitica para el nitrocompuesto en
estudio. Otro problema que se puede presentar luego de la modificacion de la superficie
del electrodo, es la obtencién de una superficie poco homogénea, como se muestra en
la figura 13. C. Esto es debido a una falta de agitacion en la dispersion de MWCNT
previamente preparada, que impide que las nanoparticulas no sean dispersadas
completamente, y como consecuencia de esto se generan medidas electroquimicas
poco reproducibles. Un electrodo correctamente modificado da como resultado la
obtencion de un sensor electroquimico basado en nanoestructuras de MWCNT, el cual
tiene como propdésito principal la deteccion de la DNC, para ser utilizado en aplicaciones

analiticas.
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Figura 13. Superficie de un GCE modificado con la plataforma BP-MWCNT/PS. (A)
Modificacion apropiada (B) Fallo en la modificacién y (C) Superficie poco homogénea.

4.2 Estudios de caracterizacion para la plataforma BP-MWCNT/PS
4.2.1 Caracterizacion por SEM

El estudio por SEM permiti6 realizar un andlisis de alta resolucion a nivel
nanomeétrico de las peliculas BP-MWCNT/PS producidas, con la finalidad de evaluar su
morfologia y la presencia de posibles defectos que permitan definir su calidad. La figura
14. A con magnificacion de 24.000x muestra la superficie de un BP-MWCNT/PS, donde
se puede observar que es relativamente homogénea, lo que confirma que el proceso de
elaboracion de dispersiones de MWCNT por la metodologia propuesta, resulta adecuado
para fabricar peliculas de BP. Por otra parte, se pone de manifiesto que la fabricacion de
peliculas de MWCNT, resulta una alternativa mas prometedora para modificar la
superficie de un electrodo, en comparacién con la clasica técnica de drop casting, donde

los nanotubos se aglomeran al azar a lo largo de la superficie del electrodo modificado®.

Los CNT se muestran como estructuras bien definidas y enredadas de manera
aleatoria, que forman una extensa red tridimensional como se describe en la literatura.
Dentro de la estructura porosa de los CNT, se observan espacios vacios, denominados
“intersticios”, los cuales permiten atrapar a la DNC mediante interacciones
intermoleculares, generando un efecto denominado fisiadsorcién2. Este fenémeno es
de vital importancia porque permite realizar la deteccién de la DNC mediante técnicas
electroanaliticas. La incorporacién de la DNC a la superficie de un BP-MWCNT/PS se
confirma en la figura 14. B con magnificaciéon de 100.000x, donde se observa que los
intersticios de la red de CNT se encuentran mas ocupados, si se compara con la
estructura de un BP-MWCNT/PS sin DNC. Ademas, los contornos de los CNT exhiben
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una apariencia poco definida o difuminada, atribuible a las interacciones con la DNC, y
esto es mas evidente a una magnificaciéon de 200.000x (figura 14. C). Es importante
resaltar que una dispersion perfecta de CNT no es deseable en la preparacion de
peliculas de BP, si se tiene pensado utilizar este material para fabricar un sensor
electroquimico destinado a la deteccién de la DNC, debido a que la formacion de los
intersticios, que es crucial para el rendimiento del sensor, se ve favorecida por la

aglomeracion de los CNT en diversas regiones de la red tridimensional de los nanotubos.

Las imagenes SEM con diferentes magnificaciones muestran un material amorfo
gue se distribuye de manera aleatoria sobre la superficie de los nanotubos, el cual puede
atribuirse al PS agregado a la dispersion de MWCNT previamente preparada. Un solo
CNT tiene muchas similitudes con una cadena de polimero individual, sin embargo el
polimero puede incrustarse en la superficie de los nanotubos, creando una superficie
irregular por efecto de nucleacién:. En el trabajo de Hill et al*? se realizé un tratamiento
térmico a los MWCNT para eliminar polimeros de la superficie de los nanotubos, donde
el andlisis mediante SEM mostré6 imagenes donde no aparecen cumulos o materiales
amorfos incrustados sobre la superficie de los nanotubos. El uso de polimeros en
grandes cantidades o de elevado peso molecular®® puede resultar en una disminucion
de la conduccion eléctrica en la plataforma BP-MWCNT/PS, sin embargo este trabajo
utiliza una pequefa cantidad de PS de bajo peso molecular, cuyo objetivo es estabilizar
la dispersién formada y proporcionar maleabilidad a las peliculas de BP fabricadas.
Finalmente, en la figura 14. C se puede observar que el disco BP-MWCNT/PS presenta
un borde de forma regular, lo cual indica una buena precision del corte realizado

mediante la maquina Silhouette cameo 4.
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Figura 14. Imagenes SEM para la plataforma nanoestructurada BP-MWCNT/PS. Superficie de
un BP sin DNC (A) y con DNC (B). Borde de un mini disco de BP (C). La magnificacion se
muestra en cada imagen.

4.2.2 Caracterizacion por espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman resulta una herramienta til en este estudio, debido a
gue permite ofrecer informacidn sobre la estructura geométrica, electronica y vibracional
de los CNT, y de esta forma conocer la calidad del nanomaterial producido, para el
desarrollo de un sensor electroquimico basado en MWCNT. En este caso se utilizaron
MWCNT (diametro: 10 nm), los cuales mostraron bandas caracteristicas como se puede
observar en la figura 15. Entre 1470 y 1650 cm™ aparece una banda intensa
correspondiente a la vibracién fundamental de elongacion tangencial denominada banda
G, que corresponde al modo de estiramiento de enlace C-C en la red hexagonal de cada
lAmina de grafeno®. Se puede observar que la banda G presenta una ligera asimetria
con desdoblamiento G+ y G-, debido al efecto de tensién que esta relacionado con la

curvatura y/o acoplamiento de electrones y fonones en un CNT,

Ademas del modo fundamental G, se pueden observar bandas correspondientes
a un modo de segundo orden, conocidas como bandas D y G’, las cuales son
consecuencia de un mecanismo de doble resonancia que acopla electrones y fonones®,
y su frecuencia depende de la energia de excitacion del laser y del diametro del
nanotubo®. En la zona entre 1270 y 1420 cm™ se puede apreciar la banda D, la cual

indica el grado de desorden en los alétropos de carbono con hibridacién sp?, por lo que
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su intensidad esta relacionada con la presencia de vacantes y tamafio finito de la red
tridimensional de los CNT2, asimismo con los defectos estructurales en las paredes de
los nanotubos, por lo que cuanto mayor sea su intensidad, mas defectos tendran los
CNT., En 2690 cm™ se logra apreciar la banda G’, atribuible a un sobretono de la banda
G, la cual se muestra deformada y con baja intensidad, y esta relacionada a un modo
vibratorio, caracterizado por la respiraciéon de seis carbonos pertenecientes a un
hexagono en la red de una lamina de grafeno®’. Se entiende por modo de respiracién a
las oscilaciones de baja amplitud perpendiculares al plano que tiene cada lamina

individual de grafeno®.

En la figura 15 se incluye la relacion de intensidad entre las bandas Dy G (lo/lg)
para cada muestra. La relacién de intensidades entre las bandas D y G es un parametro
gue puede ser utilizado para tener informacion sobre el nimero de defectos en las
paredes de los nanotubos (razén de cristalinidad), y su funcionalizacién con otros
materiales®. La relacién entre las bandas D y G para un BP sin nitrocompuesto fue 1,12,
lo que indica que el material basado en MWCNT posee una cristalinidad aceptable,
tomando en cuenta que no se ha realizado ningun tipo de tratamiento térmico u otro
proceso, que modifique la microestructura del material. Con una razon de cristalinidad
de 1,12 se ha podido modificar satisfactoriamente la superficie de un electrodo para
obtener un sensor electroquimico Gtil. Una razén de cristalinidad mas baja podria inducir
al aumento en la fragilidad del BP-MWCNT/PS, y como resultado de esto se veria
afectado el proceso de modificacion de la superficie del electrodo. En el caso de un BP
con la DNC, se logra apreciar un aumento en la relacién Ip/lg, debido a que se encuentra
funcionalizado con dicho analito de manera no covalente, confirmando de esta forma el
fendmeno de fisiadsorcion reportado en el estudio SEM. Finalmente, se logra observar
gue la relacion Ip/lc es mayor para una dispersion de MWCNT sin PS, en comparaciéon
con el valor obtenido para un BP sin nitrocompuesto, lo que explica que el PS aumenta
el grado de cristalinidad en la plataforma BP-MWCNT/PS.
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Figura 15. Espectro Raman de un (A) BP-MWCNT/PS, (B) BP-MWCNT/PS-DNC y (C)
Dispersion de MWCNT sin PS. En cada espectro se indican las bandas caracteristicas y la
relacion de intensidades Ip/lc.

4.2.3 Angulo de contacto con diferentes liquidos

Este estudio representé una herramienta importante para comprender y evaluar
la hidrofobicidad de la plataforma BP-MWCNT/PS, asi como su interaccién con el analito
en estudio y el medio de reaccion. Esto Ultimo permitié optimizar las condiciones
experimentales para llevar a cabo las mediciones electroquimicas en medio acuoso. La
figura 16 muestra el angulo de contacto generado por la plataforma BP-MWCNT/PS para
cada liquido utilizado, donde se logra observar un angulo de 131,5° con agua Milli-Q.
Este valor indica un comportamiento superhidrofébico, tal como se esperaba, debido al
enlace sp? de los atomos de carbono presentes en cada lamina de grafeno, y es
comparable con el valor obtenido en el trabajo de Lee et al*®. Esta caracteristica sugiere
una buena afinidad con la DNC y a su vez resulta apropiada para el proceso de

modificacion de la superficie de un electrodo, debido a que permite la facil remocion de
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la membrana de Nylon utilizada en la preparacion de los BP. Sin embargo cuando se
utilizan materiales basados en CNT para la superficie de un electrodo, se pueden
presentar inconvenientes al realizar las mediciones electroquimicas en un medio de
reaccion acuoso, donde la alta resistencia ionica entre la superficie del electrodo y el
medio de reaccion dificulta el acceso de los iones electroliticos al material del electrodo,
independientemente de su porosidad?®1%, Debido a la naturaleza acuosa del BRB, es
conveniente que la superficie de la plataforma BP-MWCNT/PS esté mojada antes de

realizar las mediciones electroquimicas.

Se pudo registrar el angulo de contacto con BRB a pH 7, debido a que este pH
sera utilizado como condicion inicial para realizar las mediciones electroquimicas con la
plataforma BP-MWCNT/PS. Se obtuvo un valor de 85,5°, lo que implica que la superficie
de la plataforma BP-MWCNT/PS frente al BRB exhibe una hidrofobicidad moderada®?
(© = 80-120°). El descenso del angulo de contacto (figura 16. B) con respecto al primer
caso, se puede explicar debido a las interacciones débiles de tipo Van der Waals y
apilamiento n-m que se pueden producir entre sustancias idnicas con los CNT%31%4 En
este caso las sales del electrolito de soporte usado (BRB) producen interacciones mas
fuertes con los CNT, si es comparado con el efecto producido utilizando solo agua. A
pesar de que el BRB disminuye el &ngulo de contacto, no permite que la superficie de la
plataforma BP-MWCNT/PS sea mojada completamente. Es por ello que se decidié
reemplazar el BRB por una mezcla de ACN: agua antes de llevar a cabo una medicion
electroquimica, cuya proporcién fue optimizada a 25:75 v/v. Esta mezcla cumple la
funcidon de humectar la superficie de la plataforma BP-MWCNT/PS, pero a su vez evita
en la mayor medida posible la desorcion de la DNC adsorbida en la red tridimensional
de los CNT. Esto Ultimo constituye una ventaja que permitira optimizar el proceso de
funcionalizacion de la plataforma BP-MWCNT/PS con la DNC.
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A B C
Agua BRB (pH 7) ACN: agua
131.5° 85.5° (25:75 v/v)

66.3°

Figura 16. Angulo de contacto para la plataforma BP-MWCNT/PS con diferentes liquidos.
(A) Agua Milli-Q, (B) BRB (pH 7) y (C) ACN: agua (25:75 v/v).

4.2.4 Determinacion del area de superficie electroactiva en GCE

Los experimentos electroquimicos en este trabajo inician con la determinacién de
la EAS de la plataforma BP-MWCNT/PS, con el propdésito de conocer su superficie con
actividad electroquimica. El &rea activa o electroactiva es un concepto fundamental, que
esta relacionado con la cantidad de sitios activos disponibles en la superficie de un
electrodo'® donde ocurre la transferencia de electrones. La EAS es una porcion del area
microscopica de la superficie de un electrodo'®, donde esta Ultima considera las
imperfecciones o defectos superficiales del material®®. El &rea microscépica es siempre
mayor en comparacion con el rea geométrica de un electrodo®. Para el célculo de la
EAS se consideré la ecuacion de Randles- Sevcik, previamente descrita en la seccioén
introductoria, el cual es un método clasico que continla utilizandose en la literatura®197,
y es aplicado a nanomateriales porosos que presentan estructuras 3D. Se utilizé un
sistema reversible ideal de ferricianuro de potasio Ks[Fe(CN)g], el cual experimento la

siguiente reaccion en la superficie del electrodo:
[Fe(CN)e]® + e < [Fe(CN)q]™ (18)
En la figura 17. A se muestra un voltamograma ciclico del Ks[Fe(CN)g] en KCI (0,1
M) a diferentes velocidades de barrido, utilizando un GCE. Se evidencia el aumento en

la corriente de pico conforme se aumenta la velocidad de barrido. Este comportamiento

mostré una tendencia lineal en un grafico de corriente de pico en funcién de la raiz
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cuadrada de la velocidad de barrido (figura 17. B), describiendo de esta manera un
proceso controlado por difusién. A partir de la pendiente del gréfico I, vs v2 para el pico
anddico y catodico, se pudo determinar la EAS de un GCE, donde se obtuvo un valor
promedio de 0,083 + 0,012 cm?. Con la EAS de un GCE se determiné el coeficiente de
difusion anddico y catédico del Ks[Fe(CN)g] en BRB (0,1 M), debido a que las mediciones
electroquimicas para la DNC se realizaran en ese medio. En este sentido se utilizd un
GCE, y se procedi6 de manera analoga al caso anterior, donde se obtuvo un coeficiente
de difusiéon anddico y catddico igual a (1,14 + 0,10)x10° y (1,23 + 0,02)x10° cm? s,
respectivamente. Se observa que hubo un incremento en el coeficiente de difusion
utilizando BRB (0,1 M) a pH 5, lo que explica que bajo estas condiciones se ejerce menor
resistencia al transporte de masa en comparacion con el KCI (0,1 M). Este
comportamiento esta estrechamente ligado al aumento en la corriente de pico que
produce el BRB, como se puede observar en la figura 17. B. Esto sugiere que el BRB a
pH 5 exhibe una mayor conductividad en relacién con el KCI (0,1 M), lo que pone de
manifiesto su ventaja para ser utilizado en este trabajo. A partir de los coeficientes de
difusion previamente calculados, se pudo obtener una estimacién mas exacta de la EAS
de la plataforma BP-MWCNT/PS. Cabe sefialar que todos los experimentos realizados
generaron relaciones lineales de la corriente de pico anddica y catddica frente a la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido (figura 17. B). La EAS obtenida fue normalizada por
area geométrica para su respectiva comparacion, a través de la siguiente forma: p =

EAS/Ag, siendo p el factor de rugosidad. El &rea geométrica (Ag) se puede determinar a
partir de la siguiente relacion: Ag = © x r?, donde r es el radio del circulo con actividad

electroquimica. En la tabla 6 se resumen los resultados obtenidos para cada experimento

realizado.
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Figura 17. (A) Voltamograma ciclico de Ks[Fe(CN)g] (1 mM) en KCI (0,1 M) a diferentes
velocidades de barrido usando un GCE. (B) Corriente de pico anddica y catddica frente a la raiz
cuadrada de la velocidad de barrido. En la leyenda se indica el experimento llevado a cabo.

50



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6. Superficie de area electroactiva (EAS) obtenida de la ecuacion de Randles-
Sevcik para un GCE y la plataforma BP-MWCNT/PS.

Superficie eo?nrgtarica lp vs vi2 =
P 9 (cm?) (pendiente) (cm?) P
Anddica Anddica Catédica
GCE 4,970%x10° 0,072 £ 0,003 0,093 £ 0,004
0,071 Catddica Promedio 1,169
-6,887x10° 0,083 £0,012
Anddica Anddica Catddica
BP-MWCNT/PS 4,043x10* 0,445 £ 0,056 @ 0,586 + 0,006
i 0,283 Catddica Promedio 1,820
-5,528x10* 0,515 + 0,087

Para la plataforma BP-MWCNT/PS se obtuvo un valor de EAS igual a 0,515 *
0,087 cm?. Este valor es superior al reportado en el trabajo de Wan et al'®®, donde
modificaron la superficie de un GCE con una dispersion de MWCNT, a través del método
de drop casting. De esto se puede inferir que el desarrollo de peliculas de MWCNT a
partir de la tecnologia BP, resulta en una alternativa mas eficiente, para obtener una
superficie con mayor area electroactiva. A diferencia de un GCE sin modificar, se puede
apreciar que la plataforma BP-MWCNT/PS presentd una mayor EAS como era de
esperarse, debido a la estructura laminar del grafeno presente en los CNTY y |a alta
porosidad que estos Ultimos presentan en su superficie, la cual fue evidenciada en los
estudios de caracterizacion por SEM. La plataforma BP-MWCNT/PS demostré un
aumento del 56 % en la EAS normalizada con respecto a un GCE. Este incremento es
muy relevante para aplicaciones en electroandlisis, debido a que conduce un aumento
en la sefal analitica, y de esta forma se pueden obtener mejores cifras significativas para

el desarrollo de un método electroanalitico.

En la figura 18 se presenta la diferencia de potencial de pico anédico y catddico
(AEp) para el K3[Fe(CN)e] a diferentes velocidades de barrido, usando un GCE y la
plataforma BP-MWCNT/PS. En ambos casos se puede observar que el valor de AEp
aumenta a medida que se incrementa la velocidad de barrido, manteniéndose por debajo
de los 120 mV, lo que demuestra que el proceso redox en estudio se comporta de
manera cuasi-reversible. El aumento de AEr con la plataforma BP-MWCNT/PS es mas
pronunciado en comparacion con el GCE, revelando de esta forma que el transporte de

masa hacia la superficie del electrodo esta controlado por difusion y adsorcion, mientras
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gue en el CGE esta controlado unicamente por difusion. De esto se deduce que la alta
porosidad en la superficie de la plataforma BP-MWCNT/PS contribuye a la adsorcion de
especies desde el medio de reaccion, aumentando la sensibilidad del electrodo. Por lo
tanto, se puede afirmar que el proceso de transferencia de electrones es mas rapido en
el nanomaterial propuesto para desarrollar un sensor electroquimico, permitiendo

mejorar la eficiencia en la transferencia electrénical®,
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Figura 18. Diferencia de potencial de pico anddico y catédico (AEp) para el Ks[Fe(CN)e] a
diferentes velocidades de barrido con un GCE y la plataforma BP-MWCNT/PS en BRB (0,1 M).

4.3 Funcionalizacion de la plataforma BP-MWCNT/PS con la DNC en GCE

Los estudios de caracterizacion de la plataforma BP-MWCNT/PS han
demostrado que la DNC es capaz de adsorberse dentro de la red tridimensional de los
CNT, donde especificamente queda atrapada en los intersticios de los mismos, lo que
permite realizar su deteccion mediante el sensor electroquimico desarrollado. El
mecanismo que explica la adsorcién de la DNC dentro de la red tridimensional de los
CNT es la funcionalizacién no covalente, y es producido principalmente por interacciones
de apilamiento n-n!%. ComUnmente la funcionalizaciéon no covalente de MWCNT con

nitrocompuestos es lograda a través de procesos de derivatizacion+1% sin embargo

dichos procedimientos pueden resultar laboriosos para el desarrollo de una metodologia
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analitica, por lo que se ha propuesto modificar la plataforma BP-MWCNT/PS a través de

procesos de adsorcion directa e indirecta con la DNC (figura 19).

La adsorciéon directa es un proceso mas rapido y permite que la DNC se una
directamente a la superficie de la plataforma BP-MWCNT/PS, sin la interaccién con otro
medio. Este proceso se logré siguiendo la metodologia descrita en la figura 19. A, la cual
consiste en la adicion de una alicuota de 5 pL de muestra sobre la plataforma BP-
MWCNT/PS, dejando evaporar completamente el solvente; el resultado es la obtencion
de una plataforma funcionalizada con la DNC (BP-MWCNT/PS-DNC). No se emplearon
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l plataforma BP- R C J

MWCNT/PS Luego

T durante 1 segunde  acondicionar en Linea de N,

BRB durante 10

Agregar 5yl de "
solucion de DNC Dejar evaporar W ,-H segundos
solvente Llevar a la celda Medicion
electroquimica on
electroquimica
W
Plataforma
BP-MWCNT/PS -— 10 mL BRB

Mezcla ACN: agua

(2575 w/v)
B 1
r
Agregar 100 pL de
i solucion de DNC
Humectar la ]
superficie de la
plataforma BP-
MWCNT/PS RC W RC w
durante 1 Luego acondicionar
d Linea de M Linea de N;
segunco en BRE durante 10 I :
segundos
W g
Detener
Llevaralal celda Mantener agitacian agitacion y
; electroquimica por unes minutos realizar medicién

electroquimica

. 1l0mLEBERB

.. mm

Agitacion
magnética

Mezcla ACN: agua

[25:75 w/fv) ﬁ

Figura 19. Funcionalizacién no covalente de la plataforma BP-MWCNT/PS con la DNC en GCE.
(A) Adsorcion directa de la DNC y (B) Adsorcién indirecta de la DNC desde el medio de
reaccion.
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volumenes de alicuotas superiores a 5 L, debido a que la muestra se derrama de la
superficie del electrodo de trabajo, por lo que en ese caso tendria que realizarse la
adicion del analito de manera fraccionada, lo cual implicaria una metodologia mas
laboriosa. Antes de introducir el sensor electroquimico a la celda de medicién, es
necesario humectar la superficie de la plataforma BP-MWCNT/PS con una mezcla ACN:
agua (25:75 v/v) durante 1 segundo, para evitar la desorcion de la DNC; luego se
acondiciona en BRB durante 10 segundos.

La adsorcion indirecta se lleva a cabo por procesos de conveccién desde el medio
de reaccion hacia la superficie de la plataforma BP-MWCNT/PS. Este proceso se realizé
siguiendo la metodologia descrita en la figura 19. B, donde se agregaron alicuotas de
100 yL de muestra al medio de reaccion. En este caso fue necesario el uso de una
agitacion magnética para promover el transporte de masa del analito a la superficie del
electrodo. Considerando que la DNC es un compuesto altamente insoluble en medio
acuoso, el volumen de alicuota propuesto fue cuidadosamente equilibrado, de modo que
evite en la mayor medida posible la saturacién de la superficie del electrodo, pero a su
vez que promueva el aumento en la sensibilidad de la deteccién electroquimica. Ademas,
cabe destacar que se recomienda el uso de soluciones considerablemente diluidas, para
lograr una dispersion mas efectiva del analito en el medio de reaccion. Esto ultimo
permitird un mejor control de la adsorcion de la DNC en la superficie de la plataforma

BP-MWCNT/PS, y como consecuencia se obtendrdn medidas mas reproducibles.

4.4 Comportamiento electroquimico de la DNC
4.4.1 Estudios generales por CV

El comportamiento electroquimico de la DNC comienza con un estudio mediante
la técnica de CV, para investigar las especies superficiales que se generan por
mecanismos de oxidacion y/o reduccion. En este contexto, se realizé un barrido de
potencial en sentido catddico, iniciando en 0 V (figura 20). Mediante el analisis de los
voltamogramas obtenidos se observa la reduccién del grupo nitro a un derivado de
hidroxilamina (ArNHOH), tal como se describe en la literatura para otras especies
nitroaromaticasl, mostrando un Unico pico de reduccioén irreversible (sefial I). Luego,

mediante un barrido de potencial anddico se pudo generar un derivado nitroso, el cual
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posteriormente se reduce a un derivado de hidroxilamina formando un par redox cuasi
reversible (ArNO/ArNHOH), correspondiente a las sefales lla 'y lIb, con una transferencia
de 2 electrones y 2 protonestil, A potenciales mas positivos se pudo apreciar una sefial,
la cual puede ser atribuible a una reaccién entre el derivado nitroso y el derivado de
hidroxilaminall2, generando un azoxi derivado/ArN,OAr (sefal llla), el cual
posteriormente se reduce en un azo derivado/ArN2Ar (sefial 1lIb), formando un par redox
(ArN2OAr/ArN2Ar). Adicionalmente, se realiz6 un barrido de potencial en sentido anddico,
iniciando en -0,4 V. En este caso no hubo generacién de ninguna especie superficial, lo
cual pone de manifiesto que los pares redox formados (ArNO/ArNHOH vy
ArN>OAr/ArN2Ar) son dependientes de la reduccion del grupo nitro. Las sefiales descritas

anteriormente se pueden explicar a través de las siguientes reacciones:

ATNO, + 4e” + 4H* — ArNHOH (19/sefial 1)
—I12
ArNHOH = ArNO + 2e~ + 2H* (20/sefial lla y Iib)
ArNHOH + ArNO — ArN,0Ar (21/sefal llla)
—i12
ArN,0AT +2¢” +2H* = ArNAr (22/sefial llla y 11b)
—I2
A
50 lla

Se completa la
reduccion de la DNC

.50

- - - Direccion anddica
Direccion catodica

Densidad de corriente (LA cm'z)
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Figura 20. CVs de la DNC 0,2 mM en BRB 0,1 M/ pH 7a 0,1V s con
GCE (A) sin maodificar y (B) modificado con la plataforma BP-MWCNT/PS. En la
leyenda se indica la direccion tomada para generar cada voltamograma.

En los voltamogramas obtenidos se puede observar que no se reduce toda la
cantidad de la DNC previamente adsorbida en la plataforma BP-MWCNT/PS, durante el
primer barrido de potencial catédico. Para fines analiticos esto podria estar sugiriendo la
realizacién de un escaneo de limpieza, con la intencion de renovar la superficie del
electrodo, si se piensa reutilizarlo en sucesivas mediciones electroquimicas. En la tabla
7 se resumen las corrientes de pico para cada sefial generada, donde se logra evidenciar
que la reduccion del grupo nitro es la sefial con mayor intensidad, cuyo valor se
incrementa en dos 6rdenes de magnitud usando la plataforma BP-MWCNT/PS. Esto
altimo confirma el estudio de caracterizacion realizado por SEM, donde el gran nimero
de intersticios dentro de la superficie porosa de los nanotubos permite atrapar una mayor
cantidad de DNC, si es comparado con un electrodo sin modificart3, por lo que la
respuesta en corriente se incrementa. Dado que la reduccién del grupo nitro es la sefal
con mayor intensidad, se utilizarA como respuesta para el desarrollo del método

electroanalitico, lo cual permitira alcanzar LOD mas bajos, para que dicho método pueda
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ser aplicable en el andlisis de residuos de NCZ en musculo de pollo. Algo que resulta
interesante son los valores de corriente de pico obtenidos con la plataforma BP-
MWCNT/PS para el par redox ArNO/ArNHOH, cuya suma es aproximadamente igual a
la corriente de pico generada por la reduccion del grupo nitro, lo cual confirma su
dependencia con respecto a este Ultimo. En lo que corresponde al par redox
ArNOAr/ArNAr se procederd a estudiar mas adelante su comportamiento

electroquimico, con el fin de conocer su dependencia con el par redox ArNO/ArNHOH.

Tabla 7. Potencial y corriente de pico para las sefiales generadas por la DNC usando

CV en GCE.
GCE Con BP-MWCNT/PS
Sefial | Potencial (V) -0,629 -0,661
ena Corriente de pico (A cm?) | 9 278x10" 1,342x10°
Sefial Il Potencial (V) -0,112 -0,106
enallla | corriente de pico (WA cm?) = 3,072x10* 7,013x10?
Sefial Ilb Potencial (V) -0,138 -0,179
ena Corriente de pico (WA cm™) 3,588x10! 6,300x10?
Sefial 1ll Potencial (V) 0,343 0,351
enalllia ' corriente de pico (UA cm?) 7,066x10° 2,204x102
Sefial b Potencial (V) 0,295 0,321
ena Corriente de pico (WA cm™) 5,345x10° 1,892x102

4.4.2 Estudios electroquimicos para la reduccidon del grupo nitro
4.4.2.1 Influencia del pH

Una variable importante a considerar en el comportamiento electroquimico de la
DNC, asi como en el desarrollo del método electroanalitico es la influencia del pH sobre
las medidas electroquimicas. En este sentido, se generaron diferentes voltamogramas
por CV (figura 21. A), donde se logra evidenciar que la reduccién del grupo nitro de la
DNC muestra solo una sefial en todo el rango de pH estudiado (2-12). En la figura 21.
B se resume el efecto del pH en la corriente del pico de reduccion. En este caso se
observa que la respuesta de corriente varia en funcién del pH, lo que pone en evidencia
gue su intensidad depende de la naturaleza del medio de reaccidon. En este contexto, las
mejores respuestas en corriente se obtuvieron a los siguientes valores de pH: 2, 5,11y
12. Es importante mencionar que la reduccidon del grupo nitro implica la

electrogeneracion del anién radical nitro (23), el cual actia como una base de Bronsted-
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Lowryt, que se puede protonar facilmente en medios &cidos. En este caso la alta acidez
del medio favorece la protonacion del anion radical nitro en la superficie del electrodo, el
cual genera un aumento en la sefial analitica al momento de descargarse para formar el
derivado de hidroxilamina (24); esto ultimo puede explicar el aumento en la respuesta de
corriente a valores de pH inferiores a 7.

ATNO, + e~ = ArNO; (23)
ArNO; + 3e~ +4H* - ArNHOH + H,0 (24)

De acuerdo a lo antes mencionado, se puede deducir que un medio de reaccion
acuoso a valores de pH bajos favorece la protonacion no solamente del anion radical
nitro, sino también de otras especies superficiales generadas a lo largo del proceso
redox, como es el caso de los grupos hidroxilamina, nitroso y amina*!. Por el contrario,
se espera que la estabilidad del anién radical nitro aumente en medios aproticos2,
debido a la ausencia de protones, afectando la respuesta de corriente para la reduccion
del grupo nitro. Por lo tanto, resulta adecuado para fines analiticos el uso del BRB como
medio de reaccion con pH acido; en este caso se ha considerado un valor de 5 para el
desarrollo del método electroanalitico. A pesar de que un valor de pH 2 produce una
mayor respuesta en corriente en comparaciéon con un valor de pH 5, no se ha
considerado debido a que el BRB es efectivo dentro de un rango de 2,6 a 12,01°, por
otro lado, no se ha considerado los valores de pH de 11 y 12 debido a que el BRB no
mantiene su capacidad de amortiguacion tan eficazmente en la region alcalina (pH
9-12)1% ademas como se mencioné anteriormente, el anién radical nitro es controlado
por un mecanismo dependiente de protones, para permitir la generacion del
correspondiente derivado de hidroxilamina. La eleccién de un pH 5 permite que el
método electroanalitico a desarrollar pueda ser aplicable en la determinacion de residuos
de NCZ en muestras de musculo de pollo, las cuales de acuerdo a Qiao et al*l’ presentan

un valor de pH promedio de 5,96.

Por altimo, se ha representado el potencial del pico de reduccién en funcién del
pH (figura 21. C). En este caso se observa que los potenciales de reduccién se mueven

hacia valores negativos a medida que aumenta el pH, lo que demuestra que la reduccién
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del grupo nitro involucré la transferencia de protones. Este fendmeno se describe a
través de la variacion lineal del potencial de reduccién en un rango de pH entre 2 a 10,
de acuerdo a la siguiente regresion: E1 = —0,278 - 0,054pH con R? = 0,996. En el rango
de pH comprendido entre 10 y 12, el potencial de reduccion se mantiene practicamente
constante, lo que indica una relativa independencia del pH, y se puede describir
mediante la siguiente regresién: E, = -0,770 - 0,002pH con R? = 0,965. Este
comportamiento es consistente con el valor del pKa de la DNC reportado en la literatura
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Figura 21. Estudio de pH por CV a 0,1 V s en BRB (0,1 M) para la reduccién del grupo nitro de
la DNC (0,2 mM). (A) CVs a diferentes pH, (B) Corriente de pico en funcién del pH y (C)
Potencial de pico en funcion del pH.

(12,44 + 0,70, dato tedérico obtenido en ChemIDplus por NIH®2). Por lo tanto, dicho valor
indica que la DNC se comporta como un acido débil, y en un rango de pH de 10 a 12 se
encuentra principalmente de forma disociada. La regresién obtenida para la variacion
lineal del potencial de reduccién en funcion del pH (2-10), puede ser relacionada con la

ecuacion de Nernstt8, |a cual se describe a continuacion:

2,303mRT

EPC: E® — [ nr

| pH (25)

A partir la pendiente calculada (-0,054) y considerando los siguientes valores
dentro de la ecuacion (R = 8,314 J mol?* K1, T = 298 K, F = 96500 C mol?) se puede
calcular la relacién (m/n), que representa la proporcion de protones y electrones que se
transfieren dentro de la reduccién del grupo nitro; en este caso el valor calculado
corresponde a 0,905. Este valor es cercano a 1, lo que manifiesta que interviene la
misma proporcién de protones y electrones para la reduccion de un grupo nitro, tal como
se describe en la reaccion 19. En definitiva, el estudio de pH ha resultado una

herramienta fundamental para optimizar la condicion més adecuada para el desarrollo
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del método electroanalitico, permitiendo obtener una alta respuesta de corriente por
parte de la sefial electroquimica seleccionada, y un potencial de reduccion moderado
para evitar la pasivacion de la superficie del electrodo.

4.2.2.2 Estudio de electrélisis

En los estudios generales por CV se establecié una transferencia de 4 electrones
y 4 protones para la reduccion de un grupo nitro, segun la reaccion 19. Sin embargo,
dado que la estructura quimica de la molécula de la DNC exhibe 2 grupos nitro, era de
esperarse dos picos de reduccion al momento se realizar un barrido de potencial
catédico mediante CV. En el estudio de Daftsios & Schall’?, se ha mencionado que el
medio de reaccion empleado tiene una marcada influencia sobre los potenciales de
reduccion en el analisis de nitroderivados, asi como en la generacion de uno o dos picos
de reduccion para compuestos mononitro y dinitroderivados. En el mencionado estudio
se obtuvo un polarograma para la NCZ en una mezcla de DMF con bromuro de
tetraetilamonio (TEAB), donde se obtuvieron dos picos de reduccién muy cercanos a
potenciales de —0,825 y —0,967 V. Esto podria estar indicando que al cambiar el medio
de reaccion, existe la posibilidad de producir un solapamiento de los dos picos de
reduccion, para generar Unicamente una sefial. Para verificar esta suposicion, se
procedié a realizar un estudio de electrélisis por cronoamperometria, el cual se presenta
en la figura 22. El area debajo de la curva (corriente vs. tiempo) en este gréafico
representa la carga transferida en un proceso redox, la cual se puede expresar mediante

la ley de Faraday descrita previamente, y se ajusta a las siguientes ecuaciones.

0= [Pidt (26)

t1l

Q=nNF 27)

Mediante el software OriginPro 8.5 se pudo determinar el area para la DNC y el blanco,
cuyos resultados se resumen dentro de la figura 22. La diferencia de carga entre el
analito y el blanco (AQ = Qone — Qsianco), representa la carga total transferida en el

proceso, donde a partir de la ecuacion 27 se puede determinar el nimero de electrones
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transferidos (n). El promedio de electrones transferidos presenté un valor de 8,37, lo que
en términos absolutos representa 8 electrones involucrados en la reduccién de los
grupos nitro. De esta forma se confirma la reduccion de ambos grupos nitro presentes
en la molécula de la DNC, para generar Unicamente un pico de reduccion, tal como se
habia previsto. Por lo tanto, a partir de este estudio se puede deducir que la DNC exhibe
un pico de reduccion en un medio de reaccion prético, como lo es el BRB, lo cual esta
en concordancia con el estudio de Michielli y Downing’?, donde se argumenté que la
DNC genera dos sefiales en DMSO, pero a medida que se protona el medio de reaccion,
la dos sefiales se fusionan y generan solamente un pico de reduccion. Este fenémeno
resalta la influencia significativa del uso del BRB, para potenciar la respuesta de corriente
en la sefal analitica generada por la reduccion de la DNC, ofreciendo perspectivas
valiosas para alcanzar LOD mas bajos, en el desarrollo de una metodologia
electroanalitica para la determinacién de NCZ. Finalmente, a partir del namero de
electrones determinados, se puede estimar el nimero de protones involucrados en la
reaccion mediante la razén (m/n) previamente calculada. En este caso se obtuvo un valor
para el nimero de protones igual a 7,57, cuyo valor expresado en términos absolutos
equivale a 8 protones.

0,004

— DNC
—+ BLANCO
0,003 —
— Qbne Qslanco AQ e
< (coul) (coul) (coul)
o Exp 1 | 0,002132 | 0,001323 | 0,000809 8,38
c 0.002 4 Exp 2 | 0,002246 | 0,001426 | 0,000820 8,50
g ' Exp 3 | 0,002205 0,001410 | 0,000795 8,24
o Mean 8,37
© SD 0,13
RSD % 1,6
0,001
0,000 +—= T T ¥ f T
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Tiempo (s)

Figura 22. Electrélisis de la DNC para la reduccion de los grupos nitro mediante
cronoamperometria a —0,75 V. Mediciones realizadas en BP-MWCNT/PS a pH 5.
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4.2.2.3 Efecto de la velocidad de barrido

Para investigar el transporte de masa involucrado en la reduccién de los grupos
nitro, se estudié el comportamiento de la corriente maxima catddica frente a diferentes
velocidades de barrido (entre 0,05 a 0,40 V s?) a pH 5, donde los CVs registrados se
muestran en la figura 23. A. La grafica logaritmica de estos parametros obtuvo una
dependencia lineal con una pendiente de 0,65 (figura 23. B), que revela que la reduccién
de 8 electrones para la DNC a un derivado de hidroxilamina corresponde a un régimen
de transporte de masa mixto (difusiébn + adsorcion) en BRB. Esto debido a que la
pendiente obtenida es superior a 0,5 (valor para la difusion pura semi-infinita), pero
mucho menor a 1 (valor para un mecanismo controlado por adsorcion)!2°, La figura 23.
C muestra la dependencia del potencial de pico catodico con el logaritmo de la velocidad
de barrido, donde se evidencia su variacion en forma lineal. A medida que se aumenta
la velocidad de barrido, la difusién en la capa delgada se ve favorecida, y como resultado
de esto el potencial de pico se desplaza hacia valores mas negativos. Este fenbmeno
sugiere que la reduccién de la DNC a un derivado de hidroxilamina corresponde a un
proceso irreversible, como se ha descrito para otros compuestos nitroaromaticos en

medio acuosoiz,
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Figura 23. Efecto de la velocidad de barrido en la reduccién de la DNC (0,2 mM) a un derivado
de hidroxilamina. (A) CVs registrados a diferentes velocidades de barrido: 0,05, 0,10, 0,15, 0,20,
0,25, 0,30, 0,35y 0,40 V s* en BRB (pH 5). (B) Logaritmo de la corriente de pico catddico vs.
Logaritmo de la velocidad de barrido. (C) Potencial de pico catédico vs. Logaritmo de la
velocidad de barrido.

64



RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.3 Estudios electroquimicos para las especies superficiales electrogeneradas
4.2.3.1 Comportamiento voltamétrico

Los experimentos realizados por CV a pH 7 (figura 20), revelaron que no toda la
cantidad de DNC adsorbida en la plataforma BP-MWCNT/PS fue electroquimicamente
reducida en el primer ciclo de barrido. En este contexto, se decidid realizar un nuevo
experimento por CV considerando 10 ciclos de barrido a pH 2 y 10 (figura 24), con la
finalidad de monitorear el avance de la reduccion de la DNC y la generacion de las
especies superficiales. Como se puede observar, a pH 10 la DNC no se reduce
completamente en el primer ciclo, no obstante, en la segunda vuelta se completa su
reduccion (figura 24. A). Este comportamiento no se produce a pH 2 (figura 24. B), donde
la intensidad de corriente registrada por la reduccion de los grupos nitro es mayor en
comparacion con el valor registrado a pH 10. Esto ultimo confirma que un medio de
reaccion acido favorece la reduccion del grupo nitro para formar el derivado de
hidroxilamina, debido a la rapida protonacion del anién radical nitro22 descrito en la
reaccion 24. Siguiendo con la generacion del par redox ArNO/ArNHOH, a pH 10 se ha
observado la disminucion de la corriente de pico con un incremento en el nimero de
ciclos. Esto confirma la ocurrencia de la reaccion entre el ArNO con el ArNHOH, para
formar el correspondiente azoxi derivado. A pH 2 no se observaron las sefiales para el
par redox ArNO/ArNHOH, lo cual podria estar sugiriendo la ocurrencia de una segunda
reaccion por parte del derivado nitroso, que conlleva a la rapida disminucién de su
concentracion en la superficie del electrodo. Por otro lado, a pH 10 se ha identificado la
generacién de dos picos de oxidacion y reduccion (llla, IVa, lllb y IVb) a partir del
segundo ciclo, cuyas intensidades aumentan con el incremento del nimero de ciclos, lo
cual es atribuible a la formacion de dos azoxi derivados y dos azo derivados
(ArN2OAr/ArN2Ar), que representan a los dos grupos nitro presentes en la molécula de
la DNC. Los picos antes mencionados aparecen desde el primer ciclo de barrido a pH 2,
y disminuyen su intensidad conforme se aumenta el nimero de ciclos, lo cual podria
sugerir la ocurrencia de una segunda reaccién en medio acido que permite generar un

derivado de aminal23, el cual corresponderia al par redox Va/Vb.
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4.2.3.2 Influencia del pH

A fin de estudiar el comportamiento electroquimico de los pares redox:
ArNO/ArNHOH y ArN>OAr/ArNzAr, se registraron diferentes CVs a distintos pH en dos

etapas, para poder registrar las mediciones de todas las especies superficiales
electrogeneradas (figura 25). En la figura 25. A, B se puede identificar claramente los

pares redox antes mencionados, demostrando de esta forma su estabilidad en medio

basico, sin embargo conforme se disminuye el pH, la sefial IVa empieza a decaer mas

rapido en comparacion con la sefial llla, y como consecuencia de esto se generan las

sefiales Va y Vb a partir del segundo ciclo a pH 6 (figura 25. C). Esto podria suponer la

conversion de una parte del azoxi derivado (IVa) a un azo derivado (IVb). Este ultimo,

debido a la presencia de protones en el medio de reaccion, reduce los grupos

hidroxilamina presentes en su estructura a grupos amina, los cuales se observan a

potenciales mas negativost?*. De modo que el par redox Va/Vb se muestra solamente
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Figura 25. CVs para la DNC (0,2 M) registrados en dos etapas en BRB (0,1 M) a 0,1 V s, (A)
pH 10, (B) pH 8, (C) pH 6, (D) pH 4, (E) pH 2, (F) Potencial de pico anddico y catédico en
funcién del pH para las especies superficiales electrogeneradas.

en un rango de pH entre 2 y 6. Por otra parte, se puede apreciar que el par redox lla/llb
tiene una rapida tasa de consumo cuando el pH disminuye a 4 (figura 25. D), y a pH 2
(figura 25. E) no se logra identificar ninguna sefial para este par redox. Como se
menciond anteriormente, esto se podria atribuir a una reaccion que experimenta el
derivado nitroso en medio acido, que produce su rapida disminucién en la superficie del
electrodo. Este comportamiento ya se ha informado para la 4-nitro-N-(2-nitrofenil)
benzamida??, donde posterior a la formacién del derivado nitroso se genera una especie
radicalaria, y se evidencia a través de un pico irreversible, sin embargo mas adelante se
explicara con mas detalle este comportamiento dentro del mecanismo de reaccién de la
DNC.

Adicionalmente los potenciales de pico anddico y catédico para cada par redox
fueron graficados en funcién del pH, los cuales disminuyen linealmente con el aumento
de pH (figura 25. F). Esto ultimo ratifica que todas las especies superficiales generadas
electroquimicamente, son dependientes de un mecanismo que esta controlado por
protones. Para el caso del par redox lla/llb la linealidad en el pico de oxidacién y
reduccién se mantuvo dentro del intervalo de pH de 3 a 10, mientras que el par redox
Va/Vb mantiene una linealidad en un rango comprendido entre 2 y 6. El resto de sefiales
mantuvieron la linealidad del pico de oxidacion y reduccion en un rango de pH

comprendido entre 2 y 10. En la tabla 8 se resumen las regresiones de las curvas de
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potencial vs. pH para todas las sefiales, donde se puede observar la similitud en los
valores de las pendientes obtenidas, lo cual indicaria que las reacciones ocurridas para
la generacioén de las especies superficiales, involucran la misma proporcion de protones

y electrones.

Tabla 8. Curvas de potencial vs. pH para los picos de oxidacion y reduccion de cada

sefal.
Sefial Potencial de pico vs. pH R? Rango de pH
lla Ep = 0,262 - 0,054pH 0,998 3-10
Ilb Ep = 0,220 - 0,054pH 0,999 3-10
llla Ep = 0,739 - 0,060pH 0,999 2-10
b Ep = 0,702 - 0,059pH 0,998 2-10
IVa Ep, = 0,852 - 0,059pH 0,999 2-10
IVb Ep, = 0,830 - 0,060pH 0,995 2-10
Va Ep = 0,445 - 0,049pH 0,992 2-6
Vb Ep = 0,441 - 0,051pH 0,986 2-6

4.2.3.3 Efecto de la velocidad de barrido

De acuerdo a los estudios realizados anteriormente, se puede argumentar que la
acidez del medio de reaccién constituye un factor fundamental en el proceso de
generacién de las especies superficiales, lo que puede aumentar su reactividad y por
ende provocar una disminucion en su tiempo de vida. Es por ello que se procedi6 a
estudiar el efecto de la velocidad de barrido sobre las especies superficiales
electrogeneradas a pH 5, debido a que bajo esta condicion las sefiales (lla, llb, llla, b,
IVa, IVb, Va y Vb) se mantienen estables. Se graficé el logaritmo de las corrientes de
pico anddico y catddico en funcion del logaritmo de la velocidad de barrido (figura 26. A),
utilizando un rango comprendido entre 0,05 a 0,40 V s. Se observd un aumento en la
corriente de pico con el incremento de la velocidad de barrido, ademas todas las curvas
(log Ip vs. log v) mostraron una tendencia lineal en el rango de velocidad estudiado,
cuyas regresiones se resumen en la tabla 9. Todas las curvas a excepcién de la llla y
Va, exhibieron una pendiente mayor a 1, lo que demuestra que el transporte de masa
desde la superficie del electrodo hacia la disolucion BRB esta controlado por un proceso
de adsorcién. En la figura 26. B se muestra la razén de corriente de pico anddico y
catddico (Ipa/lpc) en funcién de la velocidad de barrido para los pares redox: lla/llb,

llla/llib, IVa/lVb y Va/Vb, donde se observa un leve aumento de dicha razén cuando se
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incrementa la velocidad de barrido para los pares redox lla/lib y IVa/lVb. Para los pares
redox llla/lllb y Va/Vb, se evidencia una disminucion progresiva en la razén Ipa/lpc con
el aumento de la velocidad de barrido. Esto ultimo puede atribuirse a que el azoxi
derivado de la sefial llla y el derivado de amina de la sefial Va, presentaron un régimen
de transporte de masa mixto, que promueve la desorcién de estas especies en la
superficie del electrodo conforme se aumenta la velocidad de barrido. En la figura 26. C
se muestra la variacion del potencial de pico anddico y catédico (AEp) de cada par redox
en funcién del logaritmo de la velocidad de barrido, donde se observa un aumento en el
valor de AEp de forma exponencial cuando se incrementa la velocidad de barrido. Se

logra evidenciar que a medida que se forman los pares redox estudiados, las reacciones
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Figura 26. (A) Curvas log Ip vs. log v para el pico anédico y catédico de cada sefial a pH 5. (B)
Razon de corriente de pico anédico y catédico en funcion de la velocidad de barrido. (C)
Diferencia de potencial de pico anddico y catddico en funcion del logaritmo de la velocidad de
barrido. Las sefiales electroquimicas se muestran dentro de cada grafico.

tienden mas a la reversibilidad, y esto es especialmente evidente en el par redox Va/Vb,
lo que sugiere una transferencia electrénica mas rapida para este ultimo. Sin embargo,
la posicion del pico de potencial cambia para todos los pares redox con la velocidad de
barrido, y la relaciéon Ipa/lpc es diferente de uno, lo cual sugiere un sistema cuasi-

reversible, tal como se ha descrito en la literatura2>8L,

Tabla 9. Regresion de las curvas Log Ip vs. Log v para el pico anddico y catddico de
cada sefial. Sefales electroquimicas: lla, llb, llla, llib, IVa, IVb, Vay Vb.

LogIp vs.Log v

Sl pH 5, rango v: 0,05-0,40 V s 5
lla Log Ip =-2,584 + 1,481Log v 0,997
lb Log Ip =-2,834 + 1,332Log v 0,992
Ila Log Ip =-3,231 + 0,651Log v 0,992
b Log Ip =-3,181 + 1,016Log v 0,995
IVa Log Ip =-3,302 + 1,149L0g v 0,991
IVb Log Ip = -3,307 + 1,145Log v 0,992
Va Log Ip = -4,389 + 0,769Log v 0,993
Vb Log Ip = -4,484 + 1,014Log v 0,993

71



RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.3.4 Mecanismo redox

Con base en los estudios realizados para el comportamiento electroquimico de
la DNC, se propone el mecanismo que se muestra en la figura 27, con la intencion de
explicar la transiciébn que experimenta la DNC para formar las diferentes especies
superficiales que han sido previamente descritas. Como se menciond anteriormente, la
DNC sufre tnicamente un proceso de reduccion, y como resultado de esto se forman los
pares redox: lla/llb, Illa/lllb, IVa/IVb y Val/Vb, que son observados a medida que se
avanza con el barrido de potencial en una CV a diferentes pH. En los CVs mostrados en
la figura 25 se observo que la intensidad de la sefial IVb disminuye progresivamente a
medida que se reduce el pH, lo cual se puede explicar a través de la reaccion IX, donde
los grupos hidroxilamina del azo derivado IVb se reducen a grupos amina, con una

transferencia de 4 electrones y 4 protones dando como resultado la formacion de un
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nuevo azo derivado correspondiente a la sefial Vb. Este azo derivado formado puede
oxidarse (reaccion X) a un azoxi derivado (Va), formando un par redox (Va/Vb), el cual
como se menciono anteriormente aparece solo en medio &cido. Vale la pena sefalar que
el resto de especies superficiales electrogeneradas también experimentaron una
disminucion en la intensidad de las sefales registradas a medida que se aumenta la
acidez del medio de reaccién, sin embargo, para este caso, este fendbmeno puede
explicarse a través de la protonaciéon de dichas especies, que da como resultado un
aumento de la solubilidad en el medio de reaccioni2®, promoviendo de esta forma su
desorcién desde la superficie del electrodo hacia la solucién. Este comportamiento
incluso se observa a pH 7 (figura 28. A), donde la intensidad de la sefial decae en un 60
% para el par redox Illa/lllb y en un 89 % para el par redox IVa/IVb, después de 1 hora

de haber generado en la superficie del electrodo los azo y azoxi derivados. Es importante
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Figura 28. CVs registrados a (A) pH 7y 0,1 V s para la formacién de azo y azoxi derivados y
su avance posterior a 1 hora, (B) pH 7 y 0,1 V s sin generacién del derivado nitroso, (C) con
funcién macros apH 5y 0,15V s,

destacar que la intensidad de la sefial correspondiente al derivado nitroso lla, disminuye
de una manera mas acentuada en medio acido si se compara con el resto de sefales,
lo que se podria atribuir a la conversion de dicho derivado a un radical hidronitroxido,
como se puede observar en la reaccién V. El radical hidronitroxido sufre un proceso de
dimerizacion2®2’, |iberando una molécula de agua, que da como resultado final la
formacion de un azoxi derivado. La generacion del radical hidronitroxido ha sido
reportada en la literatural?®, y puede ocurrir a través de las siguientes vias: 1. mediante
la reaccién de acoplamiento entre el derivado de hidroxilamina y el derivado nitroso, 2.
mediante la protonacion del derivado nitroso y 3. mediante la desprotonacion del
derivado de hidroxilamina. Esta ultima via fue demostrada llevando a cabo la reduccion
del grupo nitro, sin generar el derivado nitroso (figura 28. B), donde se registré
satisfactoriamente en la segunda etapa la generaciéon del correspondiente azoxi
derivado. Por ultimo, el radical hidronitroxido se pudo observar mediante una CV apH 5
y 0,15 V s? (figura 28. C), utilizando la funcién macros disponible en el software de
medicion, la cual permitié el registro de los voltamogramas en cada etapa de manera
automatica. En este caso, el radical hidronitroxido exhibe una sola sefial, la cual se divide
en dos sefales (llla y IVa) a medida que avanza la reaccién de dimerizacion, tal como
se habia observado de forma mas clara en el primer ciclo de barrido de la figura 24. A,

lo qgue demuestra una mayor estabilidad de dicho radical en medio basico.
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4.5 Desarrollo del método electroanalitico
45.1 Estabilidad de la solucién analitica

La estabilidad de una solucion de DNC fue evaluada durante 5 dias consecutivos
mediante espectroscopia UV-Vis y DPV, con el fin de verificar su posible degradacién en
el tiempo, y su efecto sobre la respuesta electroquimica de la plataforma BP-
MWCNT/PS. Para el andlisis por espectroscopia UV-Vis, se hizo un escaneo por dia a
tres soluciones de DNC, donde se registraron los correspondientes espectros de
absorcion con su altura de pico (figura 29. A, B). Las soluciones de DNC se prepararon
a diario, mediante la dilucién de la solucién madre en ACN (1:80). La DNC exhibi6 su
mayor absorcién en una longitud de onda promedio de 340 nm, donde se observé un
decaimiento en la altura de pico en 1,3 % a partir del segundo dia y en 4,7 % a partir del
quinto dia. Esta diferencia porcentual en los resultados después de 24 h revela la
estabilidad limitada que posee la DNC en ACN. Lo antes mencionado concuerda con el
trabajo de Krabel et al’®, donde se reportdé que las soluciones madres de DNC
preparadas en ACN permanecen estables durante 24 h, cuando se almacenan con luz
tenue en condiciones ambientales o de refrigeracion. Ademas, en el estudio reportado
por de Jong et al®, se inform6 que la estabilidad de la DNC en otros solventes diferentes
a la DMF es limitada. Por otro lado, se registraron los voltamogramas de pulso diferencial
junto a su sefial analitica, utilizando el sensor BP-MWCNT/PS-GCE Yy la solucion madre
de la DNC (figura 29. C, D). Luego de 5 dias, la respuesta de corriente disminuyé al 95,5
%, lo cual es atribuible a la estabilidad limitada de la DNC en ACN, y al posible efecto de
degradacién por accion de la luz. En base a lo antes expuesto, se decidié almacenar

todas las soluciones en material &mbar, y su uso no se extendié por mas de 24 h.
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Figura 29. Estabilidad de un estandar de DNC para 5 dias consecutivos mediante
espectroscopia UV-Vis y DPV. (A) espectro de absorcién, (B) promedio de la altura de pico para
cada dia de andlisis, (C) voltamogramas de pulso diferencial registrados con el primer electrodo

y (D) promedio de la corriente de pico para cada dia de andlisis.

4.5.2 Tiempo de acumulacién

Para estudiar el efecto del transporte de masa sobre la respuesta de corriente,
se realiz6 un estudio de tiempo de acumulacién (figura 30), donde se utilizé una solucién
estandar de DNC al 0,1 mM, para garantizar una mejor solubilidad en el BRB al momento
de ser agregada, debido a la solubilidad limitada que presenta la misma en medio
acuoso. De acuerdo a la figura 30, se observa una acumulacién rapida después del
primer minuto, lo cual se puede atribuir a la macroporosidad e hidrofobicidad que
presenta la superficie de la plataforma BP-MWCNT/PS, que permite una buena afinidad

por la DNC. A medida que se incrementa el tiempo de acumulacién se observa que la
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respuesta de corriente continla aumentando, pero de manera ligera, indicando de esta
forma que los intersticios de la red de los nanotubos se encuentran cada vez mas
ocupados, debido al creciente niumero de moléculas de DNC que previamente se han
adsorbido. Con base a lo anteriormente descrito, se puede argumentar que este estudio
representa una herramienta fundamental para las mediciones electroquimicas que se
realizan por adsorcion indirecta con la DNC, tal como se ha descrito en la figura 19. B.
Por lo que una mayor acumulacién puede mejorar la cantidad de DNC absorbida, y como
resultado de esto se obtiene una mejor sensibilidad de determinaciéon por parte del
método electroanalitico, y una disminucién en el LOD. De modo que se ha considerado
un tiempo de acumulaciébn de 4 minutos para realizar la validacion del método
electroanalitico, el cual representa un valor apropiado para que dicho método no sea

laborioso, y permita realizar el analisis de NCZ de manera rapida.
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Figura 30. Efecto del tiempo de acumulacion sobre la respuesta de corriente de la DNC por
DPV en BBR (0,1 M) a pH 5.

4.5.3 Optimizacion de las condiciones en el sistema BIAS

Se llevé a cabo una etapa de optimizacién del sistema de medicién BIAS para
AD i-t, con el propésito de establecer las condiciones adecuadas que permitan validar
un método electroanalitico. Inicialmente el analisis amperométrico se realizé aplicando

un potencial de -0,65 V, donde se hicieron tres inyecciones sucesivas de 40 pL de
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muestra de DNC cada 50 segundos, y se registraron las medidas por triplicado. Se
preparé una solucion madre de DNC (0,2 mM en ACN), y como solucién electrolitica se
utilizé un BRB (0,1 M) a pH 5. La muestra a analizar se prepar6 a partir de la solucion
madre, tomando una alicuota adecuada para llevar la concentracién a 0,05 mM, donde
se utilizé6 como diluyente ACN, y luego se prob6 con etanol. Los resultados obtenidos a
partir de las condiciones empleadas se muestran en la tabla 10, donde se logra
evidenciar una baja precision en las medidas realizadas. El etanol como diluyente de la
muestra resulté en la precision mas baja, con un menor valor en la respuesta de
corriente, atribuible a la solubilidad limitada que presenta la DNC en este solvente. Este
fenémeno se puede ajustar al modelo de difusién lineal semi-infinitat2®, donde en este
caso existe una menor disponibilidad de moléculas de DNC en solucién para interactuar
con la superficie del electrodo, produciendo una disminucion en la respuesta de corriente
y en la precision de las medidas, ya que las condiciones de difusién podrian variar de
una medicion a otra. Para mejorar la precision de las medidas realizadas, se decidid
utilizar diferentes solventes mezclados con BRB (0,1 M) a pH 5 en proporcion 25:75 vlv,
como se indica en la tabla 10. En este caso el volumen de cada inyeccion se ajust6 a 30
ML, donde la muestra se prepard a una concentracion de 0,015 mM para garantizar la
solubilidad de la DNC en el diluyente empleado. Los resultados revelan que la mezcla
ACN: BRB en proporcion 25:75 v/v permite obtener medidas con una precisién aceptable

(RSD < 10%), como se sugiere en la literatura para realizar un andlisis electroquimico.

Tabla 10. Andlisis comparativo de diferentes diluyentes en la precisién de las medidas

amperomeétricas.
Diluyente de la ACN Etanol Et: BRB ACN: BRB DMF: BRB
muestra 25:75 viv 25:75 viv 25:75 viv
Concentraciéon de 0,050 MM 0,015 mM
la muestra
Corriente 282+98 203 +54 24+3 103 + 9 79+8
promedio, A
RSD, % 10,3 26,8 11,1 8,3 10,4

Con base a esta novedad, se realizaron pruebas de linealidad utilizando un set

de soluciones estandar de DNC con las siguientes concentraciones: 0,0025, 0,005,
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0,010, 0,020, 0,030, 0,040 y 0,048 mM. Desafortunadamente no se obtuvo una relacion
lineal de la respuesta de corriente frente a las concentraciones analizadas.
Posteriormente se decidié ajustar el potencial de trabajo a —0,50 V y el volumen de
inyeccioén a 25 uL, sin embargo, no se logré una linealidad satisfactoria. Estos problemas
presentados se atribuyeron a la escasa solubilidad que presenta la DNC en la solucion
electrolitica empleada hasta el momento (BRB). En respuesta a este problema, se opté
por utilizar como solucidn electrolitica el diluyente empleado para preparar las muestras
(ACN: BRB), cuya proporcion se ajusto a 30:70 v/v para mejorar la solubilidad de la DNC.
Este paso supone un desafio, debido a que la adicion de un solvente a la solucion
electrolitica provoca una disminucion en la conductividad de la misma, sin embargo,
facilita la difusién de la DNC hacia la superficie del electrodo, debido al aumento en la
solubilidad que produce una mayor concentracion del analito en solucién. Este
comportamiento se explica a través de la primera ley de Fick2?, donde se sabe que la
velocidad de difusion es proporcional a la concentracion de las especies en soluciéon. Es
importante mencionar que la solucién madre se preparé en ACN: BRB (30:70 v/v) en
lugar de ACN puro, disolviendo aproximadamente 1 mg de un estdndar de DNC en un
volumen de 100 mL. Con los ajustes realizados se logrd obtener una linealidad moderada
en la respuesta de corriente, sin embargo, al ajustar la proporcién de la mezcla ACN:
BRB a 40:60 v/v, se observé una mejora en la linealidad. En la tabla 11 se muestra un
resumen de las condiciones experimentales optimizadas para el sistema de medicion
BIAS.

Tabla 11. Condiciones optimizadas para el sistema de medicién BIAS con AD i-t.

Parametro Condicién
Potencial aplicado -0,500 V
Tiempo de equilibrio 1ls
Solucién electrolitica/ diluyente de la muestra ACN: BRB (40:60 v/v)
Volumen de solucién electrolitica 20 mL
Volumen de inyeccion 25 pL
Concentracion de la solucién madre 0,032 mM
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4.5.4 Cifras de mérito para el método electroanalitico por DPV con BP-
MWCNT/PS-GCE

4.5.4.1 Precisién

Para el desarrollo de una metodologia electroanalitica se utilizé la técnica de
voltametria de pulso diferencial (DPV), debido a su alta sensibilidad para llevar a cabo
estudios de cuantificacion. El protocolo de validacion se inicié evaluando la repetibilidad
en la plataforma BP-MWCNT/PS, con la intenciéon de conocer su nivel de precision al
realizar una serie de medidas consecutivas utilizando un mismo electrodo modificado.
En este sentido, se registré un total de 8 mediciones con el electrodo modificado como
se observa en la figura 31. A. Entre cada medida fue necesario realizar un escaneo de
limpieza para renovar la superficie del electrodo (figura 31. B). Para garantizar la
remocion completa de la DNC, la superficie del electrodo se sumergié durante 10

segundos en ACN después de realizar el escaneo de limpieza.
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Figura 31. Estudio de repetibilidad a pH 5 usando una solucién estandar de DNC (0,2 mM). (A)
Voltamogramas de pulso diferencial para un GCE modificado con BP-MWCNT/PS, (B) Escaneo
de limpieza por CV y (C) corriente de pico para la reduccion de la DNC.

En la figura 32 se muestra un esquema del procedimiento adoptado para efectuar
medidas sucesivas con un mismo electrodo. Los valores de altura de la corriente de pico
fueron graficados frente a cada medicién realizada (figura 31. C), donde se obtuvo una
corriente promedio de 131,44 + 7,30 pA con una RSD igual a 5,6 %. En este caso se
observd un cierto grado de variabilidad en los valores obtenidos, que se manifiestan
como fluctuaciones en la corriente registrada a medida que avanza el experimento. En
el contexto del electroanalisis, se ha informado que la repetibilidad y reproducibilidad de
la sefial analitica se ve afectada debido a los procesos de adsorcion y formacién de
productos intermedios en la superficie del electrodo®3. Sin embargo, una forma mas
clara de explicar la perdida en la repetibilidad obtenida es a través de la reorganizacion
gue experimentan los CNT cuando se aplica un potencialt32, Esto conlleva a la alineacién
de los mismos, formando en algunos casos caminos conductores que facilitan la
transferencia de carga!®2, pero que nuevamente pueden regresar a sus ubicaciones
primariast®3, No obstante, la repetibilidad obtenida en términos de RSD se considera
aceptable para realizar un andlisis electroquimico.

En lo que corresponde a la reproducibilidad, se utilizaron 8 electrodos
modificados con la plataforma BP-MWCNT/PS. Se realiz6 una medicién por cada
electrodo modificado. El registro de la sefial analitica se hizo bajo las mismas

condiciones experimentales del estudio de repetibilidad, donde finalmente se obtuvo una

81



RESULTADOS Y DISCUSION

corriente promedio de 125,74 + 5,72 pA con una RSD igual a 4,6 %, lo que revela que
este método tiene una buena reproducibilidad para realizar un andlisis electroquimico.
La buena reproducibilidad de la plataforma BP-MWCNT/PS ya ha sido reportada en la
literatura con otras especies nitroaromaticas®, y estd asociada al grado de
homogeneidad de las peliculas de BP producidas por la metodologia empleada en esta
tesis, lo que permite el desarrollo de un sensor electroquimico para la deteccion y
cuantificacion de NCZ.

Maodificacidn Funcionalizacién de la
de la superficie plataforma BP-

del electrodo MWCNT/PS con la DNC
Frocucion de téem
GCE | 8p-MwCNT/PS GCE | | DNC-BP-MWCNT/PS-GCE I——' jecueion de feenica
| | electroanalitica
Dejar evaporar el RFHDVaCi?_n.dE
ACN por 1 min Lavado de la superficie d:f:&i;:;
del electrodo con Agua Escaneo de Registro de |a
Milli-Q, luego con ACN limpieza por CV sefial analitica
por 10 s

Figura 32. Procedimiento utilizado para llevar a cabo sucesivas mediciones con un GCE.

Para analizar la precision del sensor BP-MWCNT/PS-GCE se realiz6 una prueba
t de student comparando el estudio de repetibilidad y reproducibilidad, cuyos resultados
se resumen en la tabla 12. Para esta prueba se puede observar que el valor en la
probabilidad de error para dos colas es igual a 0,11 (nivel de confianza del 95 %), lo cual,
de acuerdo a los criterios convencionales*, demuestra que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los resultados obtenidos por el estudio de
repetibilidad y reproducibilidad. De esto Ultimo se puede destacar que el sensor
propuesto en esta tesis permite obtener mediciones precisas para llevar a cabo la
calibracion de un método electroanalitico, y a su vez demuestra que el proceso de
renovacion en la superficie de la plataforma BP-MWCNT/PS resulta adecuado, para

realizar un nimero importante de analisis de forma rapida a partir de un mismo electrodo.
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Tabla 12. Prueba t de student para la repetibilidad y reproducibilidad de la plataforma
BP-MWCNT/PS asumiendo varianzas desiguales.

Repetibilidad Reproducibilidad

N=8 N=8
Media (pA) 131,44 125,74
Varianza (uA?) 53,34 32,75
RSD (%) 5,6 4,6
Grados de libertad 13
Estadistico t 1,74
P(T<=t) dos colas 0,11
Valor critico de t (dos colas) 2,16

45.4.2Linealidad

La linealidad se evalué con la intencion de conocer el intervalo donde se
producen respuestas de corriente lineales en relaciéon con la concentracion analizada.
Se realizaron dos modelos de regresion lineal para cada forma de funcionalizacion, los
cuales se resumen en la tabla 13. El primer modelo de regresidn consistié en un estudio
de amplio rango lineal, donde los electrodos fueron funcionalizados por adsorcion directa
con una solucién estandar de DNC, en siete niveles de concentracién que oscilan entre
0,75y 90,67 mg L%, El analisis de regresion reveld una buena linealidad, indicando que
la corriente maxima para el pico de reduccién varia linealmente en el intervalo de
concentraciones estudiado (figura 33. A). El intercepto obtenido para la regresién lineal
es menor al 2 % de la respuesta de corriente producida a bajas concentraciones, de
modo que se cumple con el criterio de aceptacion establecido para estudios de
linealidad, en el protocolo de validacién de métodos analiticos2>. En otras palabras, se
puede argumentar que no existe una diferencia significativa entre el punto cero y el valor
del intercepto, como se observa en la tabla 13. Adicionalmente se calcul6 el valor de t;
para el coeficiente de correlacién (r), el cual arroj6 un resultado de 64,52. Al comparar
este resultado con el valor de t critico, se cumple que el t; es mayor que el t critico (64,52

> 2,57), lo que indica que la correlacion lineal obtenida es significativa.
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Figura 33. Estudio de linealidad para el método electroanalitico por DPV con BP-MWCNT/PS-
GCE. (A) Funcionalizacién por adsorcion directa con un estandar de DNC en un rango de 0,75 a
90,67 mg L y (B) Funcionalizacién por adsorcion indirecta con un estandar de DNC en un

rango de 2,03 a 18,13 mg L.

El segundo modelo de regresion lineal se llevé a cabo funcionalizando la

superficie del electrodo por adsorcién indirecta, con un set de soluciones estandar de

DNC cuyas concentraciones oscilan entre 2,03y 18,13 mg L. En este enfoque, la DNC

se disuelve en el medio de reaccién en lugar de quedar directamente adsorbida en la

superficie del electrodo. Después de 4 minutos de tiempo de acumulacion para cada
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alicuota agregada, se registraron las medidas voltamétricas, donde se observé que la
respuesta de corriente aumento linealmente hasta la sexta adicién de solucion estandar
de DNC (figura 33. B), sin embargo la linealidad se empez6 a perder después de la sexta
alicuota agregada. Esto se puede atribuir a que la adicion de alicuotas de mayor
concentracion al medio de reaccién, requiere de un mayor tiempo de acumulacioén, para
lograr adsorber una cantidad suficiente de analito, que permita producir un aumento en
la respuesta de corriente y asi mantener la linealidad. Es importante mencionar que el
transporte de masa conlleva a la disminucion en la precision de este modelo, y se
manifiesta en desviaciones a bajas concentraciones, que producen un intersecto
significativamente diferente de cero, como se observa en la tabla 13. Finalmente, para
este caso se obtuvo un valor de t; superior al valor de t critico (de 37,09 > 2,78),

sugiriendo una buena correlacion lineal en un rango de 2,03 a 15,11 mg L.

Tabla 13. Andlisis de regresion para estudio de linealidad mediante la funcionalizacién
con la DNC por adsorcién directa e indirecta.

Funcionalizacion ~ Parametro Valor Valor t Prob dos R? r Rango lineal
colas > [t| (mg L)
o Intercepto  -0,9576 -0,3797 0,7198
Adsorcion Directa - 0,9988 0,9995 0,75-90,67
Pendiente  3,2313 69,8151 1,1418E-8
Adsorcion Intercepto  -3,6839 -5,1673 0,0067
Indirecta Pendiente  3,1964 41,1923 2,0758E-6 0,9971 10,9988 2,03-15,11

* Para el célculo del valor de t y la probabilidad de dos colas se considerd un nivel de confianza del 95 %.

4.5.4.3 Sensibilidad, rango, LOD y LOQ

Sobre la base de la linealidad evaluada, se construy6 una curva de calibracion
externa para la metodologia por adsorcion directa, en una region de baja concentracion
(2,01 a 15,11 mg L!) de DNC. La curva de calibrado obtenida se muestra en la figura
34. A, la cual se ajusto a la siguiente ecuacion: Y = -2,0885 + 3,0685X con R? = 0,9992.
El valor obtenido para el coeficiente de determinacién cumple con los criterios de
aceptacion (R? 2 0,999%%), lo que revela una buena linealidad para el rango de trabajo
seleccionado. Por otro lado, se construy6 una curva de calibracion para la metodologia
por adsorcién indirecta, donde se consideré la regién intermedia del rango lineal

evaluado previamente. El ajuste lineal se muestra en la figura 34. B, y obedeci6 a la
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siguiente ecuacion: Y = -19,323 + 4,9051X con R? = 0,9980. Se puede observar que la
sensibilidad de este modelo aumento en el rango de concentraciones seleccionado (5,00
a 10,00 mg LY). Este comportamiento demuestra que la plataforma BP-MWCNT/PS se
comporta como una superficie adsorbente, que tiene la capacidad de capturar una mayor
cantidad de DNC, a medida que la concentracion de esta Ultima aumenta en el medio de

reaccion, lo que resulta en una ampliacion de la sefial detectada.
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Figura 34. Curvas de calibrado para el método electroanalitico por DPV con BP-MWCNT/PS-
GCE. Funcionalizacién por (A) adsorcion directa y (B) adsorcién indirecta.

Tabla 14. Mediciones realizadas a una solucion estandar de DNC para el calculo del

LOD.
Funcionalizacion
Adsorcion directa* Adsorcion indirecta**
Muestra Densidad de Concentracion Densidad de Concentracion
corriente predicha corriente predicha
(HA cm?) (mgL™) (HA cm?) (mgL™)
1 0,9996 1,0064 8,0524 5,5809
2 1,7606 1,2544 8,0874 5,5880
3 0,9773 0,9991 9,4913 5,8743
4 2,4194 1,4691 6,4311 5,2504
5 3,1398 1,7039 5,0427 4,6962
6 1,7322 1,2452 3,7126 4,5121
7 1,6804 1,2283 2,8097 4,9673
Promedio 1,2723 Promedio 5,2099
SD 0,2494 SD 0,5055

* Las muestras tienen una concentracion de 1 mg L
** Las muestras tienen una concentracion de 4 mg L
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Finalmente se determiné el LOD para cada metodologia, a través de la ecuacion
13 descrita en la seccién experimental, donde se analizaron 7 soluciones estandar de
DNC a una concentracion perteneciente a la zona baja del intervalo lineal previamente
estimado. La concentracion predicha para cada solucién se muestra en la tabla 14. Las
concentraciones predichas se calcularon por medio de la curva de calibrado. En la tabla

15 se resumen los parametros analiticos determinados para cada metodologia.

Tabla 15. Parametros analiticos para el método por DPV con BP-MWCNT/PS-GCE.

Funcionalizacién

Adsorcion directa Adsorcion indirecta

Parametro Valor Valor
Potencial de medida (V) -0,540 -0,540
LOD (mg L™?) 0,784 1,589
LOQ (mg L% 2,011 5,000

Rango de trabajo (mg L) 2,01-15,11 5,00-10,00
Sensibilidad (WA mg?! L cm™?) 3,069 4,905
R? 0,999 0,998

455 Cifras de mérito para el método electroanalitico por AD i-t con BP-
MWCNT/PS-SPE

4.5.5.1 Precision

Con base en las condiciones optimizadas, se realizé un estudio de precision
basado en la repetibilidad, donde se registraron 8 medidas consecutivas con un SPE
previamente modificado con la plataforma BP-MWCNT/PS. En el experimento
amperométrico se observd una forma de pico caracteristica, asociada con procesos
controlados por difusion (figura 35). Se obtuvo una corriente promedio de 9,49 £+ 0,35 pA
con una RSD igual a 3,7 %. Se logra evidenciar una disminucion en la respuesta de
corriente, debido a la perdida de conductividad provocada por la modificacién en la
composicion de la solucién electrolitica. Sin embargo, este cambio mejord la solubilidad
de la DNC en el medio, permitiendo alcanzar condiciones de difusion mas favorables
para mejorar la precision de las medidas. Este nivel de precision alcanzado es mejor al
obtenido por la técnica electroanalitica de DPV, de lo que se puede argumentar que la

aplicacion de un potencial fijo en la AD i-t genera menos cambios en el ordenamiento de

87



RESULTADOS Y DISCUSION

los nanotubos de la plataforma BP-MWCNT/PS, y por lo tanto se produce una menor
variabilidad en las medidas registradas. La precision del método se complementé con un
estudio de reproducibilidad, el cual se llevd a cabo utilizando 8 electrodos SPE
modificados con la plataforma BP-MWCNT/PS. Los resultados para el andlisis de

precision por AD i-t basado en las condiciones optimizadas se resumen en la tabla 16.
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Figura 35. Amperograma para el estudio de repetibilidad con el sistema de medicién BIAS,
considerando 8 inyecciones sucesivas de una solucién estandar de DNC al 0,03 mM.

Tabla 16. Andlisis de precision para la AD i-t en el sistema de medicién BIAS.

Repetibilidad Reproducibilidad

N=28 N=28
Media (uA) 9,49 9,28
SD (pA) 0,35 0,46
Varianza (uA?) 0,12 0,21
RSD (%) 3,7 4,9

4.5.5.2 Linealidad, rango, sensibilidad, LOD y LOQ

La linealidad se estudio bajo las condiciones optimizadas, realizando inyecciones
sucesivas de un estandar de DNC con un mismo electrodo BP-MWCNT/PS-SPE en un

rango de concentracion de 0,76 a 9,70 mg L. No se utilizaron concentraciones
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superiores a 9,70 mg L?, debido a la solubilidad limitada de la DNC en la solucién
electrolitica. EI mejor modelo de regresion lineal se encontré en un rango comprendido
entre 1,51 a 7,56 mg L* (figura 36), el cual se ajusté a la siguiente ecuacion: Y = 19,117
+ 3,4150X con R? = 0,9948. En este caso la linealidad del modelo fue verificada con una
prueba t para el coeficiente de correlacién. Se obtuvo un valor de 23,97 para el
estadistico t, el cual es superior al valor de t critico (3,18), de lo que se deduce que la

linealidad para este modelo es aceptable.
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50 Y =19,117 + 3,4150X
R®=0,9948
r=0,9981
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Figura 36. Estudio de linealidad para el método electroanalitico por AD i-t con BP-MWCNT/PS-
SPE.

El modelo de regresion lineal se consider6 como la curva de calibracion del
método, debido a que no se obtuvo un rango lineal mas amplio bajo las condiciones
optimizadas. Si bien la conductividad de la solucidn electrolitica se vio comprometida por
la adicién de ACN a la misma, se logr6 obtener una sensibilidad ligeramente superior en
comparacion con el método de DPV por adsorcion directa. Esto se atribuye a que la AD
i-t genera una menor contribucién de la corriente de fondo, si se compara con las técnicas
electroanaliticas que implican un barrido de potencial®>. Con el nivel de sensibilidad

obtenido se alcanzé un LOD de 0,516 mg L, el cual fue estimado a partir de la ecuacién
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14 descrita en la seccion experimental. En la tabla 17 se resumen los pardmetros
analiticos obtenidos para la AD i-t con BP-MWCNT/PS-SPE.

Tabla 17. Parametros analiticos para el método por AD i-t con BP-MWCNT/PS-SPE.

Parametro Valor
Potencial de medida (V) -0,500
LOD (mg L) 0,516
LOQ (mg L) 1,511

Rango de trabajo (mg L) 1,511-7,556
Sensibilidad (WA mg* L cm™) 3,415
R? 0,995

Es importante mencionar que a pesar que la AD i-t es una técnica que permite
alcanzar LOD mas bajos en comparacion con las técnicas que usan un barrido de
potencial, resulta un desafio utilizarla con el sistema de medicién BIAS para detectar a
la DNC, debido a los problemas de solubilidad que presenta esta ultima en la solucién
electrolitica. Como se menciond en la etapa de optimizacion, la solubilidad de la DNC en
la solucién electrolitica se mejor6é agregando ACN a esta ultima, sin embargo, la celda
BIAS utilizada present6 una compatibilidad limitada con este solvente. Esto se evidencio
a través del desgaste progresivo que experimentd la celda BIAS al emplear la mezcla de
BRB: ACN (60:40 v/v) como solucion electrolitica. De esto se puede argumentar que la
celda BIAS construida con plastico ABS tiene una capacidad limitada para analizar
compuestos organicos poco solubles en medio acuoso. Una desventaja importante que
tiene la AD i-t es la sensibilidad a interferentes, como el oxigeno en la solucion
electrolitica, impurezas de la muestra o subproductos de la reaccién electroquimica, que
conllevan a la pasivacién o inactivacion de la superficie del electrodo313, En la literatura
se ha informado que la deteccion catddica de especies reducibles se ve obstaculizada
por la presencia de trazas de oxigeno en la soluciéon electroanalitica.
Desafortunadamente la DNC no puede ser electro-oxidada para evitar las interferencias
gue podria ocasionar el oxigeno, por lo que la reduccion de la misma fue necesaria para
generar la sefial analitica empleada en el desarrollo de este método amperométrico.
Todos estos inconvenientes antes mencionados podrian explicar la linealidad limitada

gue se obtuvo en un corto rango de concentraciones, y la falta de precisiéon en el
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calibrado del método. Finalmente, en base a los resultados obtenidos para la validacion
de cada método electroanalitico, se consideré a la DPV con funcionalizacion por
adsorcion directa, como el método mas recomendable para llevar a cabo el andlisis de
NCZ en forma farmacéutica y en tejido muscular de pollo, debido a su buena precision
gue permite entregar resultados confiables, ademas de su rapidez y sencillez para llevar
a cabo un andlisis. Asimismo, en este tipo de metodologia el oxigeno no interfiere, por
lo que el purgado de la solucion electrolitica es innecesario. Esto reduce
considerablemente el tiempo del analisis y elimina la necesidad de equipos de
purificacién de gas inerte. En la tabla 18 se muestran las cifras de mérito de los métodos

electroanaliticos desarrollados por otros autores para la determinacion de NCZ.

Tabla 18. Comparacion de las cifras de mérito de diferentes métodos electroanaliticos
publicados para la determinacién de NCZ.

Elemento de Técnica LOD LOQ Rango lineal  Sensibilidad Ref
deteccion (mg LY (mg LY (mg LY (MAmg?L
cm)
GCE modificado DA 0,78 2,01 2,01-15,11 3,07 E
ste
con BP- DPV trabajo
MWCNT/PS 1A 1,59 5,00 5,00-10,00 4,91
SPE madificado Este
con BP- AD i-t 0,52 1,51 1,51-7,56 3,42 trabajo
MWCNT/PS
SPE madificado
con cubos de AD i-t 0,02 - 0,04-462,43 9,42 [76]
azul de Prusia
Detector
electroquimico/ AD i-t 0,10-0,20 - - - [77]
HPLC
DME oswv 1,00 i 0-10 0,02 [75]
’ (WA mg™ L)
DME, detector
electroquimico/ DPPyADi-t 0,05; 0,001 - - - [74]
HPLC
DME DPP 0,02 0,10 - - [73]
DME DPP 0,20-0,30 2,00 - - [72]

* DME: electrodo de gota de mercurio, DA: adsorcion directa, IA: adsorcion indirecta, OSWV: voltametria de
onda cuadrada de Osteryoung, DPP: polarografia de pulso diferencial

4.6 Validacién de un método HPLC-DAD

En esta tesis se propone utilizar un método HPLC-DAD, que sirva como

referencia para comparar los resultados obtenidos por el método electroanalitico
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desarrollado, debido a su alta sensibilidad y reproducibilidad para determinar
anticoccidiales en diferentes matrices®*. Las condiciones de operacion para el sistema
cromatogréfico se indican en la seccién experimental.

4.6.1 Adecuacion del sistema HPLC

Las pruebas de adecuacion se realizaron con la intencién de evaluar y verificar
el rendimiento y la idoneidad del sistema cromatografico. Los parametros de desempefio
se determinaron para el pico cromatogréafico de un estandar de DNC (figura 37), donde
en la tabla 19 se resumen los resultados obtenidos.

800

—— Estandar DNC 0,2 mM

600

400

Intensidad (mV)

200

0 .

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min)

3.2

Figura 37. Cromatograma liquido de un estandar de DNC a una concentracion de 0,2 mM.

El tiempo de retencion (tr) presenté variaciones en los dias de estudio como era
de esperarse, lo cual se puede atribuir a los posibles errores introducidos al preparar la
fase movil, asi como los asociados por el material volumétrico utilizado. Otro factor que
podria tener un impacto en la variacion de los tr son los errores asociados al proceso de
integracion del pico cromatografico, y a la variabilidad instrumental que pueda presentar
el equipo HPLC en sus componentes. Para minimizar la variaciéon en los tr se mantuvo
de forma controlada las condiciones del método cromatografico, y antes de realizar los
respectivos analisis se hicieron lavados en la columna con agua Milli-Q y ACN, con la
intencion de remover los posibles contaminantes o impurezas que puedan alterar los

resultados. Ademas, se ha establecido una ventana de tiempo de retencion (RTW) para
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compensar los cambios menores en los tr absolutos, la cual se define como el promedio
de los tr + 3 desviaciones estandar de los tr para las medidas realizadas®®. A partir de
esta relacion se obtuvo una RTW desde 2,95 a 3,57 min, que permitira identificar y
cuantificar a la DNC de manera precisa y confiable. En todos los dias de estudio el valor
de RSD obtenido para los tr se mantuvo por debajo del 1 %, cumpliendo de esta forma

con los criterios de aceptacion establecidos en la literatura®,

Tabla 19. Parametros de desempefio del sistema HPLC obtenidos para un estandar de
DNC a una concentracion de 0,2 mM.

Dia Tiempo de Area de pico Altura de pico
—5 retencion (min) (AV) (mV) NTP As
Z/C_“a Promedio @ RSD, Promedio @RSD, Promedio RSD,
% % %

1 3204001 021  827+006 074 701+5 | 065 2066*  0.77%

39 0,01
2 3274001 030 819+010 126  695+6 | 080  2017* 0782
38 0,01
3 336£00L 026 849£009 101 @ 716+3 | 044  20%9% 0772
48 0,01
4 | 329+001 021 | 819+013 154  706+4 | 057 | 2083 079
60 0,01
5 3084002 056 853+014 165 7777 | 0,95 2077§ * 067311

Total 3,26 +0,10 8,34+0,16 719 + 33

La repetibilidad y reproducibilidad del método se determinaron para el area del
pico cromatogréafico y se expresé en términos de RSD. Se obtuvieron valores de 0,7 %
y 1,9 % respectivamente, lo cual esta de acuerdo con los criterios de aceptacion
sugeridos en la literatura*>!%? indicando que el sistema HPLC seleccionado es
adecuado para su uso. La adecuacion del sistema HPLC se confirmé con los resultados
obtenidos para la altura del pico cromatografico, el NTP y el As. En este caso se observa
gue el RSD para la altura del pico cromatografico se mantiene por debajo del 1 %, el
NTP es superior a 2000 y el As es menor a 2, lo que esta en concordancia con los

criterios de aceptacién para la validacion de métodos analiticos®=.
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4.6.2 Linealidad

La linealidad del método se comprob6 a partir de una solucion estandar de DNC,
en seis niveles de concentracién que oscilan entre 0,12 y 59,36 mg L. El andlisis de
regresion lineal para el area de pico frente a la concentraciébn demostré6 una buena
linealidad, que obedece a la siguiente ecuacion: Y = 5,9998 + 131,25X con R? = 0,9997.
En la figura 38 se muestra la regresion lineal obtenida para este estudio, donde se puede
observar un bajo valor en la interseccién con el eje Y, que solo difiere un poco de cero.
Ademas el valor obtenido para el coeficiente de determinacion cumple con los criterios
de aceptacion (R22 0,999%%), y la RSD para los factores de respuesta de cada nivel de
concentraciéon es menor al 5 %', Adicionalmente se calculé el valor de t para el
coeficiente de correlaciéon. En este contexto se cumple que el t; es mayor que el t critico

(108,45 > 2,78), lo que demuestra que el método en estudio tiene un alto grado de
linealidad.

8000

Factor de respuesta RSD, %

1 421
2 141
3 3,70
4 1,29
5
6

6000

1,40

Y = 5,9998 + 131,25X
R? = 0,9997

4000

2000 +

Area de pico (mAU)

Tiempo (min)

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Concentracién (mg L™)

Figura 38. Estudio de linealidad para el método HPLC usando un estandar de DNC en un rango
de 0,12 a 59,36 mg L™

4.6.3 Sensibilidad, rango, LODy LOQ

Sobre la base de la linealidad evaluada, se ha construido una curva de calibracién

externa para el método HPLC, en una region de baja concentracion de DNC (0,12 a 9,02
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mg L™?). En la figura 39 se muestra el modelo de regresion lineal obtenido para la curva
de calibracion, el cual se ajusta a la siguiente ecuaciéon: Y = 6,9819 + 130,13X con R? =
0,9996. La precision para cada nivel de concentracion se encuentra por debajo del 3 %
en términos de RSD, lo cual cumple con los criterios de aceptacion establecidos en la
literatural®®, para garantizar que las mediciones realizadas sean confiables dentro del
rango de trabajo especificado. Sin embargo, la precisién del método se ve afectada
cuando se utilizan concentraciones por debajo de 0,1 mg L, manifestandose en valores
de RSD superiores al 5 %. Por esta razon, se ha establecido el primer nivel de
concentracion del rango de trabajo como el LOQ. ElI LOD fue estimado mediante la
ecuacion 15 descrita en la seccién experimental. En la tabla 20 se resumen los

parametros analiticos del método HPLC.
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800 7 Y = 6,9819 + 130,13X

R’ =0,9996

600 r=0,9998

—902mgL
—a78mgL
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Area de pico (mAU)

—o12mgL

200 +

Concentracién (mg L™)

Figura 39. Curva de calibrado externa para el método HPLC usando un estandar de DNC en un
rango de 0,12 a 9,02 mg L.

Tabla 20. Pardmetros analiticos para el método HPLC-DAD.

Parametro Valor

LOD (mg L™?) 0,036

LOQ (mg L% 0,118
Rango de trabajo (mg L™?) 0,118 - 9,021

Sensibilidad (MAU mg™ L) 130,13

R? 0,9996
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4.7 Estudios de recuperacién con NCZ

La exactitud del método electroanalitico seleccionado se evalu6 mediante el
porcentaje de recuperacion, utilizando NCZ en forma farmacéutica. Este producto
utilizado contiene un 25 % de NCZ (mezcla equimolar de DNC y HDP) y glucosa como
excipiente. Se tenia la hipétesis de que los grupos imina presentes en la molécula de la
HDP experimentaran reduccion al llevar a cabo un barrido de potencial catddico, y que
esto representara una interferencia con la sefial de reduccién de la DNC. Para verificar
esta suposicion se registré una CV de una soluciéon de NCZ de concentracion 0,12 mg
L1, apH 5 (BRB 0,1 M) y 0,1 V s? (figura 40). El voltamograma obtenido exhibié las
mismas sefiales producidas por el estandar puro de DNC, lo que revela que el sensor
BP-MWCNT/PS-GCE usado con el método electroanalitico es selectivo a la deteccion
de la DNC en su forma farmacéutica. Por otro lado, no se observé una sefial de oxidacién
por parte de los grupos hidroxilos de la glucosa, sin embargo, la muestra fue filtrada para

evitar los posibles efectos de pasivacién que pueda producir el excipiente.

lla
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Figura 40: CV para una solucién de NCZ (0,12mg LY a 0,1V sty pH5 en BRB (0,1 M).

Para llevar a cabo el estudio de recuperacién, se analizaron un total de 9
muestras de NCZ distribuidas en tres dias. Las muestras fueron fortificadas con un

estandar de DNC a tres niveles de concentracion como se indic6 en la seccidn
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experimental, con la intencién de llevar a cabo su cuantificacién por el método de adicion
de estandar. Las muestras se analizaron por el método HPLC-DAD para comparar los
resultados del método electroanalitico. En la figura 41 se muestra una curva de adicion
de estandar para cada método empleado. Es importante mencionar que durante la
corrida cromatogréfica no se observé ningun tipo de interferencia por parte de alguno de
los componentes de la NCZ en la RTW establecida para la DNC, lo que revela la
especificidad de este método bajo las condiciones experimentales establecidas.

A
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«— Y = 39,023 + 3,2916X
g R®=0,9996
< 60 r=0,9999
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b 2000 - r=0,9991
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Figura 41. Curvas de adicion de estdndar para la determinacién de NCZ mediante el (A)
método electroanalitico por DPV (B) y por el método de HPLC-DAD. La concentracion de la
muestra fue extrapolada en el eje x negativo.
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La recuperacion fue calculada en relacion a la concentracién de la porcién
tomada de NCZ, la cual esta basada en la cantidad declarada en el producto terminado.
Los resultados obtenidos por ambos métodos se muestran en la tabla 21. El método
electroanalitico por DPV presentd buenas recuperaciones que oscilaron entre 99,8 a
110,8 % para el estudio intradia, y entre 88,9 a 113,0 % para el estudio interdia. En el
caso del método HPLC-DAD se obtuvieron recuperaciones que oscilaron entre 97,7 a
101,7 % para el estudio intradia, y entre 96,2 a 106,0 % para el estudio interdia. Los
resultados de recuperacién promedio estuvieron acorde con los criterios de aceptacion
establecidos en el manual de procedimientos del codex alimentarius4® (80 - 110%). La
exactitud de cada método fue confirmada aplicando una prueba t de Student para el
estudio intradia e interdia, a través de la ecuacion 17 descrita en la seccion de
metodologia. Los valores de tiec Obtenidos con el método electroanalitico por DPV fueron
de 1,20 y 0,05, respectivamente, mientras que para el método HPLC-DAD se
encontraron valores de 0,08 y 0,14, respectivamente. Todos estos valores son inferiores
al teriico (4,30), demostrando que no existe diferencia significativa entre la recuperacion
promedio y el valor esperado, por lo que la exactitud alcanzada por cada método es
aceptable. El andlisis de precision se realiz6 a partir de los valores obtenidos de RSD,
los cuales se encuentran dentro de los criterios de aceptacion establecidos en la
literatural#21%3 |o que demuestra que ambos métodos tienen un buen desempefio para
determinar NCZ en su forma farmacéutica con un nivel de precision aceptable.
Finalmente, los resultados obtenidos con el método electroanalitico por DPV se
compararon con el método de referencia HPLC-DAD a través de una prueba t de
Student, la cual se resume en la tabla 22. En esta prueba se puede evidenciar que tanto
para el estudio intradia como interdia no existe una diferencia estadisticamente
significativa, de lo que se puede inferir que los resultados entregados por el método
electroanalitico desarrollado con DPV son consistentes y comparables con el método de

referencia seleccionado, garantizando de esta forma su fiabilidad.
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Tabla 21. Porcentaje de recuperacion para NCZ en forma farmacéutica utilizando el
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Tabla 22. Comparacion del método electroanalitico por DPV con el método de
referencia HPLC-DAD en el estudio de recuperacion.

Intradia Interdia
Estadistico t 1,12 0,02
Grados de libertad 2 11
P(T<=t) dos colas 0,38 0,99
Valor critico de t (dos colas) 4,30 2,20

* Se consider6d un 95 % de nivel de confianza y varianzas desiguales.

4.8 Aplicacion del método electroanalitico desarrollado por DPV

El método se aplico en la deteccion y cuantificacion de la DNC en tejido muscular
de pollo. Esto debido a que la DNC es el tnico residuo marcador que queda de la NCZ
después de su administracion=*. En este sentido se utilizé6 una matriz de musculo de pollo
certificada, con el objetivo de garantizar su trazabilidad. Basado en el LOQ del método,
se decidié enriquecer la matriz en estudio con un estandar de DNC a las siguientes
concentraciones: 3000, 5000 y 7000 pg/kg. Se prepararon tres muestras para cada nivel
enriquecido y un blanco, las cuales fueron incubadas y posteriormente se sometieron a
un proceso de extraccidon con solvente, como se indica en la seccion experimental. La
cuantificacién se llevdb a cabo mediante el método de adiciébn de estandar, para
compensar las interferencias causadas por la matriz de la muestra original. En la figura
42 se observa un cromatograma para el andlisis del blanco junto a una muestra
enriquecida a 3000 ug/kg. El blanco no registré ninguna sefial para la DNC en la RTW
establecida en el método HPLC-DAD. En la tabla 23 se resumen los datos de regresion
obtenidos para las curvas de calibracion a diferentes niveles de enriguecimiento. Para
evaluar el efecto matriz se realiz6 un andlisis comparativo entre la pendiente de la curva
de calibracion externa del método, y la curva de calibracion obtenida para cada nivel
enriquecido. Cuando el musculo de pollo fue enriquecido a una concentracién de 3000
Mg/kg, se evidencié una disminucion hasta un 46,5 % en la pendiente de la curva de
calibracion usando el método electroanalitico por DPV, lo cual sugiere un efecto matriz
significativo causado por los componentes endégenos del muasculo de pollo, que
producen una supresién en la sefial electroquimica detectada. Esta situacion conllevo a

no utilizar la estrategia de renovacion de la superficie del electrodo; en su lugar se decidio
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Figura 42. Cromatograma liquido para una muestra de DNC en tejido muscular de pollo
enriquecido a una concentracion de 3000 ug/kg y su correspondiente blanco.

emplear un electrodo modificado para registrar solamente una medida. Por otro lado, se
logra evidenciar que el efecto matriz disminuye a medida que se aumenta la
concentracion de la DNC en el musculo de pollo, como se observa a concentraciones de
5000 y 7000 pg/kg. EI método HPLC-DAD se vio menos afectado por las interferencias
del masculo de pollo utilizado, donde se observé una disminucién hasta un 5,5 % en la
pendiente de la curva de calibracion, lo cual sugiere un leve efecto matriz para esta

técnica, y esta en concordancia con los resultados reportados en el trabajo de Coleman
et al**,

Tabla 23. Andlisis de regresion de las curvas de calibracién para una matriz
certificada de musculo de pollo enriguecida a 3000, 5000 y 7000 ug/kg.

Método electroanalitico por DPV Método HPLC-DAD
Enriquecido Pendiente Intercepto R? Pendiente Intercepto R?
(ng/kg)
3000 1,6412 4,8702 0,9957 124,30 398,67 0,9995
5000 1,9844 9,9870 0,9944 125,47 662,98 0,9998
7000 2,0196 14,153 0,9993 123,01 824,74 0,9972
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Tabla 24. Cuantificacion de DNC desde una matriz certificada de musculo de pollo
enriquecida a 3000, 5000 y 7000 pg/kg.

Método electroanalitico por DPV Método HPLC-DAD
Enriquecido N° de Cantidad Cantidad RSD, % Cantidad Cantidad RSD, %
(ng/kg) muestra encontrada encontrada encontrada encontrada
(ng/kg) promedio (ng/kg) promedio
(nglkg) (ng/kg)
Carne fresca 1 0 0 - 0 0 -

1 701 787

3000 2 729 743 + 50 6,7 796 802+ 19 2,4
3 799 823
1 1247 1370

5000 2 1140 1262 £ 129 10,3 1321 1322 +48 3,6
3 1398 1275
1 1645 1648

7000 2 1743 1754 £ 116 6,6 1743 1678 £ 56 3,3
3 1876 1643

En la tabla 24 se muestran los resultados del estudio de cuantificacion en una
matriz certificada de musculo de pollo, la cual fue enriquecida con la DNC a distintos
niveles de concentracion. Para ambos métodos se pudo cuantificar satisfactoriamente la
DNC, sin embargo, vale la pena mencionar que debido a la complejidad de la matriz
utilizada, se podria incluir una etapa de limpieza en el tratamiento de la muestra, con la
intencion de mejorar la recuperacion analitica de ambos métodos*®®. Los valores de RSD
obtenidos cumplen con la normativa recomendada por la FDA® (RSD < 10%) en la
evaluacion de residuos de medicamentos veterinarios a concentraciones superiores a
0,1 mg L. Por otra parte, las cantidades encontradas de DNC en el tejido muscular de
pollo se alinean a los LMR establecidos por la EFSA>/, lo que demuestra que el método
electroanalitico por DPV desarrollado en esta tesis representa una herramienta Gtil para
la identificacion y cuantificacion de residuos de NCZ en pollos de engorde. Finalmente,
no se encontraron diferencias significativas entre los resultados obtenidos mediante el
método electroanalitico por DPV con el método de referencia HPLC-DAD, como se

puede observar en la tabla 25.
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Tabla 25. Comparacion del método electroanalitico por DPV con el método de
referencia HPLC-DAD en la cuantificaciéon de DNC en tejido muscular de pollo.

Enriquecido (png/kg) 3000 5000 7000
Estadistico t 1,91 0,76 1,03
Grados de libertad 3 3 3

P(T<=t) dos colas 0,15 0,50 0,38
Valor critico de t (dos colas) 3,18 3,18 3,18

* Se consider6 un 95 % de nivel de confianza y varianzas desiguales.
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5. CONCLUSIONES

Las peliculas de tipo BP utilizadas en esta tesis resultaron ser un material
econdmico, estable y facil de preparar, a partir de dispersiones de MWCNT con
una pequefa cantidad de PS en 1,3-dioxolano, las cuales permitieron modificar
satisfactoriamente la superficie de un electrodo comercial (GCE o SPE), para
construir un sensor electroquimico que sea Util en la deteccién y cuantificacion
de la DNC.

La plataforma nanoestructurada de BP-MWCNT/PS se mostr6 como una
superficie altamente porosa, hidréfoba y conductora, que tiene la habilidad de
adsorber en sus intersticios a la DNC para llevar a cabo su deteccién
electroquimica en medio acuoso, ademas de mejorar la respuesta de corriente
en un orden de magnitud con respecto a un electrodo sin modificacion, lo que
ofrece perspectivas valiosas para validar un método electroanalitico sensible y
reproducible.

La CV resultd ser una técnica de vital importancia en el estudio del
comportamiento electroquimico de la DNC, debido a que proporcioné una
comprension mas profunda de las propiedades electroquimicas de dicho
compuesto, y permitidé establecer las condiciones basicas para desarrollar un
método electroanalitico. Mediante los estudios realizados por CV se ha
establecido que la DNC presenta un comportamiento electroquimico complejo,
donde se evidenciaron multiples picos, los cuales representan la generacion de
diferentes especies superficiales mediante procesos de oxidacién y reduccion.
Dentro de esas especies superficiales han destacado los pares redox:
ArNO/ArNHOH y ArN2OAr/ArN2Ar. Se comprobd que la velocidad de barrido tiene
una marcada influencia en el mecanismo de reaccion que experimenta la DNC,
y que todas las especies superficiales electrogeneradas son dependientes de un
mecanismo controlado por protones. Ademas, se logré evidenciar que un medio
de reaccion acido favorece la reduccion de la DNC a un derivado de
hidroxilamina, produciendo un aumento en la respuesta de corriente.

La DPV se ha revelado como una técnica sensible para la determinacién analitica

de la DNC, que permitié validar un método electroanalitico utilizando el sensor
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BP-MWCNT/PS-GCE, el cual se funcionalizé con la DNC por estrategias de
adsorcion directa e indirecta. La funcionalizacién por adsorcion directa resulté ser
una metodologia méas practica y eficaz, que permite obtener resultados mas
reproducibles con una pequefia cantidad de muestra. Por otro lado, la
funcionalizacion por adsorcion indirecta se mostré6 como una metodologia mas
laboriosa, que requiere de una mayor cantidad de muestra para llevar a cabo el
andlisis, ademas de un tiempo de acumulaciéon para lograr una sensibilidad
adecuada que permita la calibracion del método electroanalitico. El sensor BP-
MWCNT/PS-GCE acoplado a la técnica de DPV demostré ser atractivo en
comparacion con otros sensores, debido a la capacidad de realizar multiples
andlisis en tiempo corto a través de la renovacion de la superficie del electrodo,
ademas de presentar un buen nivel de precision. Se obtuvieron mejores cifras de
mérito cuando se utilizé la funcionalizacion por adsorcién directa, las cuales
permiten que este método sea aplicado no solo en el andlisis de NCZ en su forma
farmacéutica, sino en la determinacion de residuos de NCZ en tejido muscular de
pollo.

La AD i-t en el sistema de medicidon BIAS acoplado al sensor BP-MWCNT/PS-
SPE, represent6 una técnica mas sensible pero menos selectiva en comparacion
con la DPV, debido a las interferencias causadas por el oxigeno presente en la
solucion electrolitica. La desaireacién de la solucién electrolitica requiere de
mucho tiempo, lo cual hace que el analisis por AD i-t sea mas laborioso. La
insolubilidad de la DNC en la solucion electrolitica conllevo a un proceso de
optimizacion exhaustivo para establecer las condiciones experimentales mas
adecuadas para la validacién del método. Finalmente, el método con AD i-t se
logré validar, y se obtuvieron buenos LOD y LOQ, no obstante, la celda de
medicion BIAS construida de plastico ABS no se recomienda para el andlisis de
compuestos insolubles en agua, debido a que demanda el uso de solventes
organicos que producen un desgaste progresivo en la misma.

El método HPLC-DAD propuesto en esta tesis cumplié con las pruebas de
adecuaciéon o idoneidad del sistema, y generé buenas cifras de mérito en el

protocolo de validacién, que permitieron que sea utilizado como método de
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referencia para comparar los resultados obtenidos a partir del método
electroanalitico por DPV.

El método electroanalitico por DPV acoplado al sensor BP-MWCNT/PS-GCE, y
utilizando la metodologia de funcionalizacion por adsorcion directa, fue aplicado
satisfactoriamente en el andlisis de NCZ en forma farmacéutica, donde se
alcanzaron buenos porcentajes de recuperacion con un nivel de precision
aceptable. Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas con
el método de referencia HPLC-DAD.

Finalmente, el método electroanalitico por DPV se consider6 como la mejor
alternativa para el analisis de residuos de NCZ en tejido muscular de pollo. Esto
debido a su sencillez y rapidez para llevar a cabo un analisis, ademas de entregar
resultados con un buen nivel de precision y exactitud. El método demostré ser
sensible y selectivo a la DNC en la matriz utilizada, lo que permitié su deteccion
y cuantificacion hasta un nivel de concentracion de 701 pg/kg. Este hallazgo
confirma que el método electroanalitico desarrollado por DPV cumple con la
normativa propuesta por la EFSA, para los LMR permitidos en tejidos comestibles
de pollo. De modo que el método desarrollado representa una estrategia
sistematica eficaz, que puede ser incorporada en gestion de calidad o en el
analisis de rutina como una técnica analitica alternativa a los métodos
convencionales, la cual se destaca por no tener un impacto negativo hacia el

medio ambiente.
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