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RESUMEN
En la presente memoria de titulo se estudié el comportamiento de electrodos
de carbono vitreo modificados con derivados de B-ciclodextrina (B-CD), que
presentan uno 0 mas grupos amino terminales, frente a algunos analitos de
interés tales como pesticidas (carbarilo y azinfos-metil), y otro utilizado en la
formulacion de pesticidas (4-nonilfenol). Los electrodos fueron preparados
por una oxidacion electroquimica directa del grupo amino presente en el
derivado de B-CD. La modificacion se evalué mediante voltametria ciclica
haciendo uso del mediador electroactivo ferricianuro. La caracterizacion de los
electrodos fue realizada mediante XPS, cuyos resultados confirmaron la union
de la CD con la superficie de carbono. Se caracterizd electroquimicamente
cada analito sobre el electrodo sin modificar con el fin de optimizar
condiciones de trabajo, para esto se hicieron estudios de velocidad de barrido,
pH y concentracion. La respuesta de los electrodos modificados frente a los
analitos azinfos-metil y carbarilo fue similar con todos los derivados de 3-CD
usados para modificar la superficie, aunque se obtuvo una mayor interaccion
con el derivado de B-CD monoamino (CDex-053). 4-nonilfenol presenté una
mayor afinidad con la superficie modificada con el derivado de 3-CD 7-amino
(CDex-021). El tiempo de acumulacion 6ptimo para que la interaccion entre el
analito y la superficie modificada presente una mayor corriente y, por ende
sea mas efectiva, fue de 40 minutos para carbarilo y 4-nonilfenol y de 20
minutos para azinfos-metil. Las constantes de asociacion para todos los

complejos fueron similares, con valores cercanos a 300 M.



ELECTROCHEMICAL BEHAVIOR OF GLASSY CARBON MODIFIED WITH
B-CYCLODEXTIN DERIVATIVES
SUMMARY
In the present report, the behavior of glassy carbon electrodes modified with -
cyclodextrin (B-CD) derivatives, having one or more terminal amino groups,
against some analytes of interest such as pesticides (carbaryl and azinphos-
methyl), and other used in the formulation of pesticides (4-nonylphenol) was
studied. The electrodes were prepared by direct electrochemical oxidation of
amino group present in the 3-CD derivative. The modification was evaluated
by cyclic voltammetry using electroactive ferricyanide mediator. The
characterization of the electrodes was carried out by XPS, and the binding
between CD and carbon surface was confirmed. The electrochemical behavior
of each analyte on the unmodified electrode was performed in order to
optimize working conditions for this study (scan rate, pH and concentration).
The response of azinphos-methyl and carbaryl on modified electrodes is
independent of B-CD derivatives used to modify the surface, although the
biggest interaction is obtained using monoamino derivative (CDex-053). 4-
nonylphenol showed higher affinity to surface modified with 7-amino B-CD
derivative (CDex-021). The optimal accumulation time, where interaction
between the analyte and the CD showed a higher current and there for is more
effective, was 40 minutes for carbaryl and 4-nonylphenol and 20 minutes for
azinphos-methyl. The association constants for all the complexes are similar,

which are close to 300 M1,
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1. INTRODUCCION

Las ciclodextrinas (CDs) son un grupo de oligosacaridos ciclicos producidos
por la degradacién bacteriana del almidon [1], unidas mediante enlaces o (1-
4) (Figura 1). Las tres CDs nativas (a-, B-, y y-CD) tienen 6, 7 y 8 sub-

unidades de glucosa, respectivamente (Figura 2A).

OH
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HO OH 0

A Y
A Y
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Figura 1. Representacion del enlace o, (1-4) de la ciclodextrina

Las ciclodextrinas poseen una estructura toroidal (Figura 2B), con una
cavidad interior hidrofébica compuesta por los oxigenos glucosidicos y los
hidrégenos metilénicos, y una superficie hidrofilica debido a los hidroxilos en

las posiciones 2, 3y 6 [2].
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Figura 2. A. Estructura quimica de la ciclodextrina (n= 6, 7 u 8, para a-CD, B-CD y y-
CD, respectivamente); B. Representacion toroidal de la ciclodextrina donde se

muestra el exterior hidrofilico y la cavidad hidrofébica.

La caracteristica mas importante de las CDs es su capacidad para formar
complejos de inclusion con moléculas hidrofébicas de tamafio compatible con
su cavidad [1]. La afinidad de union entre la molécula de CD y el compuesto
incluido, cuantitativamente descrito por la constante de asociacion, Ka, esta
influenciada por las propiedades moleculares de la molécula huésped, asi
como de la CD utilizada [3].

La formacién del complejo de inclusion es un proceso de equilibrio dinamico,
donde no existe la formacion de enlaces covalentes anfitrion-huésped. Con
respecto a las fuerzas de enlace que rigen la interaccion ciclodextrina-
huésped, se han efectuado distintos estudios que consideran que las
interacciones hidrofobicas, dipolo-dipolo, fuerzas de Van der Waals y
formacion de puentes de hidrégeno [4-7], influyen en la formacién de los

complejos de inclusion.
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Las CDs han ganado una significativa atencion en la ultima década por la
gran variedad de aplicaciones que poseen. Pueden ser utilizadas en la
industria farmacéutica [8], agricola, de alimentos, en formulaciones de
cosmeéticos, complejos con moléculas hidrofébicas, principalmente con

pesticidas [9 - 11].

A nivel mundial, los pesticidas (clasificados en cuatro grandes grupos:
herbicidas, fungicidas, insecticidas y bactericidas) se aplican para proteger los
cultivos contra los insectos, malezas, hongos y otros parasitos y, por lo tanto,
para maximizar el rendimiento agricola. Sin estos compuestos quimicos, no
seria posible producir alimentos suficientes para satisfacer la demanda cada

vez mayor de la poblacion mundial.

Sin embargo, el uso excesivo de pesticidas puede resultar en la presencia de
residuos en los productos agricolas [12] y en el medio ambiente [13]. La
persistencia de los plaguicidas en los alimentos y el medio ambiente es un
riesgo para la salud humana y los ecosistemas. La presencia de residuos de
pesticidas en el suelo es debido, en parte, a altas dosis y aplicaciones
repetitivas para garantizar la eficacia, debido a que parte de ellos se puede
perder por evaporacion, hidrélisis o la inactivacion por la humedad o por el

contacto con el suelo, la degradacion por la luz, etc.
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Las estimaciones muestran que ~ 95 % de los plaguicidas aplicados llegan a
un destino distinto de su sitio objetivo previsto, y en su lugar se acumulan en
las aguas subterraneas, el suelo, las plantas, y los animales en el medio

ambiente circundante [14].

El azinfos-metil (Figura 3A) es un plaguicida organofosforado no sistémico,
muy utilizado para controlar una variedad de insectos en los cultivos
alimentarios y no alimentarios, plantas ornamentales y arboles
forestales. Este compuesto es uno de los mas téxicos insecticidas
organofosforados, ya sea por inhalacion, absorcion dérmica, ingestion o
contacto visual [15]. Al igual que todos Ilos productos quimicos
organofosforados, azinfos-metil es un inhibidor de la colinesterasa, una

enzima esencial para el adecuado funcionamiento del sistema nervioso.

El carbarilo (Figura 3B) fue el primer carbamato insecticida de éxito; es de
amplio espectro y se utiliza para el control de mas de 100 especies de
insectos en los cultivos, en el césped, plantas ornamentales, &arboles
forestales e incluso en animales. El uso indiscriminado de carbarilo puede
causar su bioacumulacién en las fuentes de alimentos y agua, con la
consiguiente bioconcentracion a través de la cadena alimentaria. En los seres
humanos, se ha observado que la exposicion ocupacional aguda y crénica

puede causar la inhibicion de la colinesterasa y la reduccion de la actividad de
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la enzima en la sangre, dando lugar a efectos neuroldgicos, nauseas, vomitos,

coma, insuficiencia respiratoria y muerte [16].

El 4-nonilfenol (Figura 3C) es un compuesto xenobidtico toxico clasificado
como un disruptor endocrino, capaz de interferir con el sistema hormonal de
numMerosos organismos. Se origina principalmente a partir de la degradacion
de los etoxilatos de nonilfenol, que son ampliamente utilizados como agentes
tensioactivos industriales y en menor medida en pesticidas, resinas, etc.
Recientemente, ha sido reconocido como un contaminante importante [17,
18], cuya bioacumulacion en los 6rganos internos de los organismos que
viven en el agua puede ser 10-1000 veces mayor que en el ambiente
circundante [19] . En particular, debido a su potencial para perturbar el
sistema endocrino, nonilfenol exhibe extrema toxicidad para los organismos

incluso a bioacumulacién moderada [20].

’ T e L
o s H3C\H o

I
o/ Sh-OCHs OH
o C10
N CHa(CH2);CH3

Figura 3. Estructuras quimicas de pesticidas A. Azinfos-metil; B. Carbarilo; C. 4-

nonilfenol.
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Los limites maximos de residuos de pesticidas en muestras de alimentos,
agua y vegetales estan regulados por los organismos gubernamentales de la
mayoria de los paises. Por lo tanto, la determinacién sensible y rapida de
estos compuestos es importante para la proteccion del medio ambiente y de
la salud humana. La mayoria de los métodos analiticos empleados para la
determinacidon de estos analitos se han basado en técnicas cromatograficas
utilizando diferentes sistemas de deteccién [21,22]. Estos métodos no
permiten facilmente un analisis continuo in situ y con frecuencia requieren
varios pasos anteriores en la preparacion de muestras, que incluyen una
extraccion y procedimiento de limpieza, con el fin de obtener un extracto final
totalmente compatible con la determinacion cromatografica. Estas técnicas
suelen generar desechos que contienen disolventes organicos, lo que hace el
procedimiento mas complicado y mas caro. Métodos electroquimicos tienen la
ventaja de bajo costo, alta sensibilidad, facil manejo, la potencialidad para la
miniaturizacion y automatizacién, construccion de dispositivos portéatiles

simples para fines de seleccion rapidos y con un control in situ [23].

Como los pesticidas estan disefiados y elegidos para adherirse a los cultivos

durante el riego y la lluvia, son altamente hidrofobicos. Esta caracteristica

permite la formacioén de complejos de inclusion anfitrion-huésped con las CDs.
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Con el fin de disefiar un sensor apropiado, el receptor macrociclico necesita
ser inmovilizado sobre una superficie adecuada, preferiblemente mediante
unién covalente a fin de obtener una inmovilizaciéon sdlida y duradera, que
permita exponer la cavidad de la CD para la interaccion con el analito. En
nuestro laboratorio, se ha estado probando una ruta para inmovilizar
derivados aminados de B-CD sobre carbono vitreo, basada en trabajos de
aminas sobre carbono vitreo [24]. Sin embargo, la optimizacién de la ruta de
inmovilizacion, el efecto de diferentes derivados aminados y la respuesta que
estas superficies tienen frente a diferentes analitos, son algunos aspectos que

estan pendientes.

En este trabajo de memoria de titulo se estudié el comportamiento de
electrodos de carbono vitreo modificados con derivados de [(-ciclodextrina,
que presentan uno o mas grupos amino terminales. Los electrodos fueron
preparados por una oxidacion electroquimica simple y directa del grupo amino
presente en el derivado de CD. La modificacion se evalu6 mediante
voltametria ciclica (VC) haciendo uso del mediador electroactivo ferricianuro.
La caracterizacion de los electrodos fue realizada mediante espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X (XPS). Ademas se estudid la respuesta de los
electrodos de carbono vitreo modificado con CD, frente al comportamiento
electroquimico de algunos analitos de interés, como pesticidas, carbarilo y
azinfos-metil, y otro utilizado en la formulacion de pesticidas, tal como, 4-

nonilfenol.
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2. OBJETIVOS DE LA MEMORIA

2.1 OBJETIVO GENERAL

Modificar electrodos de carbono vitreo utilizando diferentes derivados

aminados de B-CD, siguiendo una ruta optimizada y evaluar la respuesta de

diferentes modificaciones frente a algunos analitos de interés.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Modificar electrodos de carbono vitreo utilizando diferentes derivados
aminados de B-CD y evaluar la modificacion utilizando el mediador
redox ferricianuro.

Caracterizar la superficie modificada utilizando espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X.

Evaluar el comportamiento electroquimico de los analitos azinfos-metil,
carbarilo y 4-nonilfenol sobre electrodos de carbono vitreo sin
modificacion.

Estudiar la respuesta de los electrodos modificados frente a los analitos
en estudio.

Estudiar las interacciones del los complejos de inclusibn de cada
analito con la B-CD, por medio de las constantes de asociacion.
Estudiar el comportamiento de los electrodos modificados en mezclas

de analitos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y equipos

>

Reactivos y solventes

Hexacianoferrato (ll) de potasio, Merck

B-ciclodextrina, Merck

6-monodesoxi-6-monoamino-B-ciclodextrina (CDex-053), AraChem
Heptakis-(2,3-di-O-metil-6-amino-6-deoxi)-B-ciclodextrina (CDex-021),
AraChem

Heptakis-(6-amino-6-deoxi)-B-ciclodextrina (CDex-013), AraChem
Heptakis-(6-aminometil-6-deoxi)-B-ciclodextrina (CDex-012), AraChem
Azinfos-metil PESTANAL®, SIGMA-ALDRICH

Carbarilo PESTANAL®, SIGMA-ALDRICH

4-nonilfenol PESTANAL®, SIGMA-ALDRICH

Cloruro de potasio, Merck

Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado, Merck

Acido sulfarico 95-97 % Merck

Acido borico, Merck

Acido ortofosférico 85 % Merck

Acido acético glacial 100 % Merck

Hidréxido de sodio (pellets) p.a, Merck

Acido clorhidrico 36 % p.a, Merck
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Etanol absoluto 99,8 % p.a Merck

Acetona p.a Merck

Aliminas de 0,3y 0,05 um, BUEHLER
Nitrogeno extra puro 99,9 % AGA Chile S.A.

Agua pureza Milli-Q (18,2 MQcm)

Material de vidrio

Todo el material de vidrio utilizado fue de clase A

» Equipos

Equipos de uso general

Balanza de precision, Precisa 40 SM-200, sensibilidad 0,01 mg
Balanza granataria PJ Precisa Junior 500C (sensibilidad 1 mg)
Medidor de pH WTW modelo pMx3000

Sistema purificador de agua Milli-Q Ultra-Pure Water System

Sistema electroquimico

Analizador voltamétrico BAS CV-50W
Sistema computacional BIOANALYTICAL SYSTEMS CV-50W version

7.4 para adquisicién y tratamiento de datos.
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e Celda electroquimica:

Celda electroquimica (10 mL)

Electrodo de trabajo: Carbono vitreo

Electrodo de referencia: Ag/AgCI

Electrodo auxiliar: Alambre de platino

Sistema de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Los datos de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) se
registraron con un analizador Phoibos 150, equipado con nueve channeltrons
y con radiacibn no-monocromatica de Mg Ka, bajo una presion base en el
espectrometro superior a 5 x 1019 torr. Los espectros fueron adquiridos
utilizando un paso de energia constante de 20 eV, y las energias de enlace

son de una precision de £ 0,2 eV.
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3.2 Métodos

» Preparacion de soluciones

e Solucion Buffer Britton-Robinson (buffer B-R)
Para preparar el buffer 0,1 M se agregaron 3,09 g de acido bdérico a un matraz
de 500 mL y se adicion6 suficiente agua hasta disolverlo, luego bajo campana
se agrego 3,37 mL de &cido ortofosférico y 2,86 mL acido acético glacial,
finalmente se aforé con agua Milli-Q. El pH se ajusté adicionando pequefias

alicuotas de acido clorhidrico o hidréxido de sodio, segun corresponda.

e Solucion Buffer fosfato
Se preparo6 una solucién de buffer fosfato 0,1 M pH 7, en donde se agregaron
7,098 g de fosfato de sodio dibasico dodecahidratado a un matraz de 500 mL,
se aforé con agua Milli-Q y finalmente se ajusté el pH adicionando pequefias

alicuotas de acido ortofosfoérico.

e Solucion stock de pesticidas
El stock de cada pesticida se prepar6 en una concentraciéon de 10 mM en un
eppendorf ambar de 2 mL y se aforé con acetona para azinfos-metil y con
etanol para carbarilo y 4-nonilfenol. Las soluciones stock se mantuvieron

refrigeradas a 5 °C.

23



e Solucidon de pesticidas en Buffer Britton-Robinson
- Azinfos-metil
Se tomO una alicuota de solucién stock de azinfos-metil, se agregé a un

matraz de 10 mL y se afor6 con buffer Britton-Robinson pH 6.

- Carbarilo
Se tomo una alicuota de la solucién stock de carbarilo, se agreg6 a un matraz
de 10 mL y se adicion6 6,3 mL de buffer Britton-Robinson pH 12, se agitd y se
dej6 por 10 min. Transcurrido este tiempo, se afor6 con buffer Britton-

Robinson pH 1,71 obteniendo un pH 9 en la solucion.

- 4-nonilfenol
Se tomo una alicuota de la solucion stock de 4-nonilfenol, se agregd a un
matraz de 10 mL y se adiciond un volumen de etanol tal que la solucion tenga
un 30 % de etanol, luego se aforé con buffer Britton-Robinson pH 5. La

solucion contiene buffer Britton-Robinson pH 5 / etanol 70:30.

e Solucién de B-ciclodextrina
Se masaron cantidades crecientes de 3-CD para obtener concentraciones de
2,3,4,5, 6,8y 12 mM, las cuales se agregaron a 10 mL de solucion de

trabajo de azinfos-metil en buffer Britton-Robinson pH 6.
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e Solucion de los derivados aminados de B-ciclodextrina
Se prepar6 una solucion para cada uno de los derivados aminados de f3-
ciclodextrina (CDexB-012, CDexB-013, CDexB-021 CDexB-053) en una
concentracion de 3 mM en buffer fosfato 0,1 M pH 7 en eppendorf ambar de 2

mL. Se almacenaron refrigerados a 5°C.

e Solucidon de Cloruro de potasio
Se prepard una solucién 1 M, para esto se agrego 37,27 g de KCl a un matraz

de 500 mL y se aforé con agua Milli-Q.

e Solucion de hexacianoferrato (Ill) de potasio
Se prepardé una solucion de concentracion 1 mM, agregando 0,016 g de

hexacianoferrato (Ill) a un matraz de 50 mL y se aforé con KCI 1 M.

e Solucion de acido sulfarico

Se preparé una solucién 0,1 M, para esto se agregd 2,81 mL de H2SO4 a un

matraz de 500 mL y se aforé con agua Milli-Q.
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» Estudio electroquimico

e Modificacién de superficies de carbdn vitreo
Para modificar la superficie del electrodo de carbono vitreo (GCE) con
derivados de [B-CD se utilizaron 3 celdas electroquimicas perfectamente
equipadas. La primera celda contiene una solucién de acido sulftrico 0,1 M, la
segunda celda contiene buffer fosfato 0,1 M y la tercera contiene el derivado
de B-CD. Es importante burbujear con N2 extra puro cada solucion por 10
minutos aproximadamente. El protocolo para modificar superficies se muestra

a continuacion:

1. EIl electrodo de trabajo de carbono vitreo se limpidé de la siguiente
manera: se pule en un pafio para pulido con alimina 0,3 micras y
posteriormente con alimina 0,05 micras. Después de la limpieza, se

enjuaga el electrodo con abundante agua Milli-Q.

2. El GCE se sumerge en la primera celda que contiene una solucion de
acido sulfurico 0,1 M, donde se realizan 2 VC partiendo de un potencial
inicial de -800 mV hasta un potencial final de 1000 mV, con una
velocidad de barrido de 100 mV/s y una sensibilidad de 10 pA/V. Luego
se limpia el electrodo (clean electrode) aplicando un potencial de 800

mV por 5 segundos, 2 veces.
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3. El GCE se sumerge en una segunda celda que contiene buffer fosfato
0,1 M pH 7, se realiza un VC partiendo de un potencial inicial de 0 mV
hasta un potencial final de 1000 mV, con una velocidad de barrido de
100 mV/s y una sensibilidad de 10 pA/V. Posteriormente se realizan 2
VC partiendo de un potencial inicial de 200 mV hasta un potencial final
de 1400 mV, una velocidad de barrido de 10 mV/s y una sensibilidad

de 1 pA/V.

4. ElI GCE se sumerge en una tercera celda que contiene un derivado
aminado de B-CD CDexB-012 (7-amino), CDexB-013 (7-amino),
CDexB-021 (7-amino) y CDexB-053 (monoamino) en una
concentracion 3 mM en buffer fosfato pH 7. Se realizan 2 VC partiendo
de un potencial inicial de 200 mV hasta un potencial final de 1400 mV,
una velocidad de barrido de 10 mV/s y una sensibilidad de 1 pA/V.
Durante la medicion se agita suavemente la solucién utilizando un

agitador magnético.

5. Finalmente el GCE se sumerge en una cuarta celda que contiene una
solucion que permita evaluar el porcentaje de recubrimiento, como por
ejemplo, ferricianuro o bien estudiar la interaccion con un analito, como

los pesticidas.
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e Evaluacién de la modificacion de la superficie de carbono vitreo
La modificacion se evalu6 mediante voltametria ciclica haciendo uso del
mediador electroactivo ferricianuro. Este resultado se comparé con el
comportamiento del mediador sobre el electrodo sin modificar. Para esto se
preparé una solucion 1 mM de ferricianuro en buffer fosfato 0,1 M pH 7. La
celda electroquimica esta formada por un electrodo de trabajo de carbono
vitreo, un electrodo de referencia de Ag/AgCl y un electrodo auxiliar de
alambre de platino. Antes de cada medicion, la solucion de trabajo se
burbujeé con Nz extra puro por 10 minutos. El electrodo de trabajo sin
modificacion se pulié con aliminas de 0,3 y 0,05 um. Se realizdé un barrido
desde un potencial inicial de 600 mV hasta un potencial final de -100 mV con

una velocidad de barrido de 100 mV/s.

e Caracterizacion de los electrodos modificados
La caracterizacion de los electrodos fue realizada mediante espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X (XPS) en el Instituto de “Rocasolano” del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid, Espafia, a través de la
colaboracion que mantiene la Dra. Claudia Yafez con el Dr. José Francisco

Marco.
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e Caracterizacion electroquimica de los pesticidas
Para evaluar la respuesta de los electrodos modificados frente a los analitos,
primero es necesario realizar un estudio electroquimico de cada analito sobre
el electrodo de carbono vitreo sin modificar. El estudio se llevdo a cabo
mediante voltametria ciclica (VC) vy voltametria de pulso diferencial (VPD).
Las condiciones de barrido de potencial para los pesticidas segun cada

técnica se muestran en la tabla I.

Pesticida DPV VC
Azinfos-metil E; =-400; Ef=-1200 mV E; = -400; Ef=-1200 mV

Carbarilo Ei=-300; Er= 900 mV E;=-400; Es= 800 mV
4-nonilfenol Ej= 100; Es= 1000 mV E;=-400; Es=1000 mV

Tabla |. Condiciones de trabajo para azinfos-metil, carbarilo y 4-nonilfenol.

Para estos tres pesticidas se estudiaron los siguientes efectos:

a) Efecto de la velocidad de barrido
Se prepard una solucién de trabajo a una concentracién y pH determinado
(dependiendo de cada pesticida), y por medio de voltametria ciclica se varié la

velocidad de barrido entre 25y 1000 mV/s.

b) Efecto del pH
Se prepar6 una solucion de trabajo a una concentracion determinada
(dependiendo de cada pesticida), y por medio de voltametria de pulso

diferencial se estudio6 el efecto del pH sobre el potencial de pico (Ep).
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El pH se ajust6 directamente en la celda electroquimica agregando pequefias

alicuotas de HCIl o NaOH concentrados, segun corresponda.

a) Efecto de la concentracion
Se prepararon soluciones de diferente concentracion entre 20 y 100 uM. El

estudio se realiz6 mediante voltametria de pulso diferencial.

e Estudio de larespuesta de los electrodos modificados frente a los
analitos

Se estudio el efecto de la modificacion con los distintos derivados aminados

de B-CD para todos los analitos. También se llevdé a cabo un estudio con

tiempo de acumulacién a circuito abierto, ya que la acumulacion del analito

sobre la superficie del electrodo modificado puede aumentar la concentracion

de éste, amplificando la sefial electroquimica.

e Determinacién de la constante de asociacion
Con el fin de relacionar las respuestas de los electrodos modificados con las
interacciones que ocurren entre el pesticida y la B-CD, es necesario realizar
un estudio del efecto de la concentracion de la ciclodextrina sobre la corriente
de pico del analito en solucion y asi poder determinar la constante de

asociacion.
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Este estudio se realiza solo para azinfos-metil, ya que para carbarilo y 4-
nonilfenol las constantes estan informadas en la literatura.

Se prepard, a partir de la solucion stock de azinfos-metil, 100 mL de una
solucion de trabajo de concentracion 70 mM en buffer Britton-Robinson 0,1M
a pH 6. Se tomaron alicuotas de 10 mL de esta solucién y se pesaron
cantidades crecientes de -CD hasta obtener concentraciones de 2, 3, 4, 5, 6,
8 y 12 mM. Se agité cada solucién por 15 minutos a temperatura ambiente,
luego se dejé reposar por 20 minutos, se burbujeé por 10 minutos con N2
extra puro y finalmente fueron medidas mediante VPD.

A partir de los valores de corriente en funcion de la concentracion de CDs, es
posible obtener las constantes de asociacién del complejo de inclusién 3-CD-

azinfos-metil, mediante la siguiente relacion:

1 (1-4)
— = —F — K Ecuacion 1
a T a
[CD] 1- T

Donde:

Ka = constante de asociacion

lo = corriente de pico en ausencia de CD
| = corriente de pico en presencia de CD
A = factor de proporcionalidad

[CD] = concentracion molar de CDs
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de los electrodos de carbono vitreo modificados con
diferentes derivados aminados de B-CD

La superficie de carbono vitreo fue modificada con cuatro derivados aminados

de B-CD: CDexB-013, CDexB-021, CDexB-012 y CDexB-053. El protocolo de

modificacion de superficies del GCE con CDs descrito anteriormente fue

optimizado previamente, en un trabajo de Unidad de Investigacion Electiva.

En una primera etapa, el electrodo de carbono vitreo se sometié a un nimero
de ciclos de potencial en medio acido, con el fin de activar los grupos
carboxilicos presentes en la superficie. Luego, la superficie se modifico
mediante la formacion de un enlace covalente entre un derivado aminado de
B-CD vy la superficie oxidada del electrodo de carbono vitreo, por electro-
oxidacion directa del grupo amino [24]. De esta manera, los derivados

aminados de CDs estarian unidos a la superficie covalentemente.

En la figura 4 se ha representado esquematicamente el proceso para una de
las CDs que posee un solo grupo amino en su estructura, CDex-053. Las
otras CDs (CDex-021, CDex-013 y CDex-012) poseen 7 grupos amino
disponibles para unirse covalentemente a la estructura. La diferencia entre
estas tres radica en la naturaleza de los grupos ubicados en la parte ancha de

la estructura de la CD (Figura 5) y en el niumero de carbonos unidos al grupo
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amino. Asi, la CDex-021 posee grupos metoxilo en la parte ancha de la CD en
lugar de grupos hidroxilo, y CDex-012 posee un grupo metileno mas que las

otras.

- -H~* NH—

GCE

NH, +*NH, GCE

Figura 4. Ruta para la modificacion de la superficie de los electrodos de carbono

vitreo con derivados aminados de (3-CD [24].

A

D —

)
L I

Figura 5. Estructuras de los derivados aminados de B-CD A. CDex-021; B. CDex-
013; C. CDex-053; D. CDex-012.

Para evaluar la superficie modificada se utilizd la reaccién del ferricianuro

como mediador redox, puesto que no forma complejos de inclusién con CDs.
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De esta manera, cuando la superficie esta modificada con CD, la intensidad

de corriente del par redox disminuye. En la figura 6 se muestran los

modificado con las distintas CDs.
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voltamogramas ciclicos de ferricianuro sobre GCE sin modificar y sobre GCE
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Figura 6. VC de ferricianuro 1 mM en KCI 1 M a 100 mV/s en el GCE (negro) y en el

GCE modificado con B-CD (rojo). A. CDex-021; B. CDex-013; C. CDex-053; D.

CDex-012.
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Cuando el ferricianuro reacciona sobre el GCE se obtiene una sefal del par
redox muy bien resuelta con un pico de reduccion a 233 mV y un pico de
oxidacion a 293 mV. La diferencia de potenciales de pico (AEp) es 60 mV,
caracteristica de un proceso monoelectronico reversible. Cuando la superficie
esta modificada, la sefial del ferricianuro cambia, se observa una disminucion
de las corrientes de pico y un cambio en los potenciales de pico, el proceso
deja de ser reversible. En la figura 6 se puede observar que en general, todas
las CDs estudiadas tienen un comportamiento similar al ser evaluadas con el

mediador ferricianuro.

Dado que el ferricianuro no forma complejos de inclusion con las CDs, y estos
macrociclos estan inmovilizados sobre la superficie del electrodo, la superficie
tendra expuestos menos sitios para que la reaccion redox de ferricianuro
tenga lugar, lo que conlleva a una disminuciébn de la corriente y a un

corrimiento en los potenciales de oxidacion y reduccion del mediador.

Esta primera observacién estaria indicando que efectivamente a la superficie

del electrodo ha sido modificada con CDs, ya que la sefial de mediador

cambia cuando estan presentes las CDs.
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4.2 Caracterizacion de los electrodos modificados con B-CD
La modificacion de las superficies fue verificada mediante espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X (XPS). En la figura 7 se observa el espectro XPS
general para dos superficies de carbono vitreo modificadas con CDs,

conteniendo 1 6 7 grupos amino.

\
406 404 402 400 398 396
LM Energia de ligadura /eV/

[

T P < Vo

1000 800 600 400 200 0 T T T T T T ,
406 404 402 400 398 396 394
Energia de Iigadura leV Energia de ligadura /eV

Figura 7. A. Espectro XPS de superficies de carbono vitreo modificadas con los
derivados aminados de [(3-CD, monoamino (CDex053) y 7-amino (CDex013). B.
Espectro N 1s de carbono vitreo modificado con CDex013. C. Espectro N 1s de

carbono vitreo modificado con CDex053.
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En la figura 7A se observan dos sefiales intensas centradas en 285 y 532 eV
correspondientes a carbono y oxigeno, respectivamente. Una sefial de baja
intensidad centrada en 400 eV se observa en ambos espectros, que corresponde a
nitrégeno. Un analisis de las sefiales indica que la contribucion de carbono es 81 y
78 % para las muestras monoamino y 7-amino, respectivamente. Asimismo, la
contribucion de oxigeno 17,4 y 18,8 %, respectivamente. Es esperable que estas
contribuciones de carbono y oxigeno sean grandes, considerando el niumero de
atomos en cada estructura de CD. Ademas, la superficie es carbono y algo de
oxigeno adicional se encuentra debido a CO; que esta presente, como contaminante,
a pesar de la condicion de ultra alto vacio en que se realizan los experimentos.

Las figuras 7 B y C muestran el espectro de nitrogeno (N 1s) registrado para las
superficies modificadas. Esta sefial tiene dos contribuciones. La mayor apareciendo
a 399,8 eV es caracteristica de nitrdgeno amida, lo que da cuenta de la unién de la
ciclodextrina con los grupos carboxilicos de la superficie. La contribucién a 401,5 eV
de menor intensidad se asocia con amonio cuaternario, que podria ser producto del
tratamiento electroquimico aplicado para modificar la superficie.

La modificacion con el derivado 7-amino presentd un 3,2 % de nitrbgeno, mientras
gue la superficie modificada con mono-amino mostré un 1,6 %. De esta manera, una
cantidad mayor de nitrégeno se encontré en la muestra 7-amino. Dadas las
intensidades de las sefiales y las limitaciones de la técnica, la diferencia de los
porcentajes de nitrbgeno observada se relaciona de manera adecuada con la
diferencia de atomos de nitrégeno presentes en cada molécula. Estos resultados

confirman la unién de las CDs con la superficie.
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4.3 Caracterizacion electroquimica de los pesticidas
Se estudié el comportamiento electroquimico de los tres analitos sobre el
electrodo de carbono vitreo sin modificar, con el objetivo de definir las
condiciones adecuadas para realizar el posterior estudio con los electrodos
modificados. Se utilizé6 voltametria ciclica (VC) y voltametria de pulso
diferencial (VPD) y se realizaron experimentos variando la velocidad de
barrido, el pH y la concentracion. Los voltamogramas ciclicos de azinfos-metil,

carbarilo y 4-nonilfenol, con sus respectivos blancos se muestran en la figura 8
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En la figura 8A se observa una unica sefial de reduccion para el compuesto
azinfos-metil sobre el GCE a un potencial cercano a los -930 mV. Para el
compuesto carbarilo (figura 8B), se observa una Unica sefial de oxidacion
sobre el GCE a un potencial cercano a los 300 mV. Lo mismo ocurre para el
compuesto 4-nonilfenol (figura 8C), donde existe una unica sefial de oxidacion
sobre el GCE a un potencial cercano a los 600 mV. En todos los casos no se
observa una sefial en el barrido inverso, por lo que son procesos de

transferencia electronica irreversibles.
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a) Estudio de velocidad
Mediante VC se evaluo el efecto de la velocidad de barrido sobre la sefial de
cada uno de los analitos. La velocidad de barrido se varié entre 25 y 1000
mV/s. Con los valores obtenidos de la corriente de pico a distintas velocidades
es posible determinar si el proceso esta controlado por difusibn o por
adsorcion. En la figura 9 se observan los voltamogramas de los 3 analitos a

distintas velocidades de barrido.
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Figura 9. A. Azinfos-metil 100 uM en buffer B-R pH 6; B. Carbarilo 70 uM en buffer
B-R pH 9; C. 4-nonilfenol 50 uM en buffer B-R pH 5/etanol 70:30. D. Relacion lineal

entre log |, versus log v para los tres analitos.
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Para todos los analitos, la corriente de oxidacion o reduccion, segun sea el
caso, aumenta con el aumento de la velocidad de barrido. En la figura 9D se
muestra la relacion logaritmica entre la corriente de pico y la velocidad de
barrido para los 3 analitos estudiados. Para todos se obtuvo una relacion
lineal (azinfos: log Ip = - 0,374+ 0,688 log v (R?= 0,998); carbarilo: log Ip = -
0,005+ 0,510 log v (R?= 0,999); 4-nonilfenol: log Ip = - 1,238+ 0,829 log v (R?

= 0,998)).

Cuando el comportamiento es irreversible, se tienen las siguientes ecuaciones
que representan procesos controlados por difusion y adsorcién,

respectivamente.

I, =299 % 10° xn* (a*ny)/?* A= D% x C%+v'/? Ecuacion 2

I, =299 10° *nx (a*ny,)?+«Ax DY2xC°xv Ecuacion 3

lp = intensidad de pico, [A]

n = nimero de electrones transferidos finales

a = coeficiente de transferencia

Na = numero de electrones transferidos antes de la etapa determinante.
A = area del electrodo, [cm?]

Do = coeficiente de difusion, [cm?/s]

C = concentracién, [mol/cm?3]

v = velocidad de barrido, [V/s]
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Al hacer una relacion logaritmica y aplicando el diferencial a las ecuaciones
con respecto a la velocidad de barrido, es posible encontrar el valor de la
pendiente para el proceso en estudio. Asi, si la pendiente es igual a 0,5 el
proceso esta controlado por difusion y si la pendiente es igual a 1,0 el proceso

esta controlado por adsorcion.

Para este estudio, el proceso de oxidacion de carbarilo est4 controlado por
difusién (m = 0,510). Para el proceso de reduccion de azinfos y oxidacion de
4-nonilfenol se obtienen valores de pendiente intermedios (m = 0,688 y m =
0,829, respectivamente), por lo que se habla de procesos con control mixto:

difusién y adsorcion.
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b) Estudio de pH
El efecto del pH de la solucién en la reduccion de azinfos y oxidacién de
carbarilo y 4-nonilfenol se investigd mediante VPD. El pH se ajusto
directamente en la celda agregando pequefias alicuotas de NaOH o HCI,
segun corresponda. En la figura 10 se observan los voltamogramas de pulso

diferencial de los 3 analitos al variar el pH de la solucién de trabajo.

0
— A 51
-2
4
4
64 / 34
/ <
=3
-8 |
——pH3 = 2
_1 0 N P e pH 5 .
pH6 14
12 pH7
pH9
141 0+
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-1200 -1000 -800 -600 -400 -400 -200 0 200 400 600 800 1000
E/mV E/mV
800 ; s
a0} pH 11 C * Azinfos-metil
1 6004 = 4-nonilfenol
35 ] a . }\\ 4 Carbaril
i 4004 -
3.0 .
A
25 200 - e S
> L L
] = o =
2.0 1 e e
1 [Sa] .
~
1.5 -800 - .
1 '
1.0 .
——
i -1000 ™~
05- . D
1 T T T T T T T T T T T
0.0 ; . : ' . ' . - : . 2 4 6 8 10 12
0 200 400 600 800 1000 pH

E/mV
Figura 10. Efecto del pH sobre la respuesta VPD de A. Azinfos-metil 100 uM en
buffer B-R. B. Carbarilo 70 uM en buffer B-R. C. 4-nonilfenol 50 uM en buffer B-

R/etanol 70:30. D. Relacion lineal entre el E,, versus el pH de la solucion.
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Para azinfos-metil (fig. 10A) se observa que a medida que aumenta el pH (en
un rango de 3 a 9), la sefal de reduccion se desplaza hacia potenciales mas
negativos. En general, la intensidad de la sefial se mantiene relativamente
constante.

Para carbarilo (fig. 10B) se observa que la sefal de oxidacion se desplaza a
valores menores de potencial, a medida que el pH de la soluciébn aumenta (en
un rango de 3 a 9). La intensidad de la sefial varia poco con el pH.

Para 4-nonilfenol (fig. 10C) se observa que al aumentar el pH de la solucion
(en un rango de 3 a 11) la sefal de oxidacion se desplaza a potenciales
menores (hacia potenciales negativos). En cuanto a la intensidad de la sefial,
se obtienen las sefiales mas intensas a pHs 5 y 3, mientras que para los otros
pHs (7, 9y 11), las sefales son de una intensidad mas baja.

Por consiguiente, se puede deducir que carbarilo y 4-nonilfenol son mas
faciles de oxidar a pH basico, y azinfos-metil se reduce mas facilmente a pH
acido.

En la figura 10D se muestra la relacion entre Ep y pH para los 3 compuestos,
donde se observa una respuesta lineal en todos los casos (azinfos: Ep = - 500
— 58,0 pH (R? = 0,995); carbarilo: Ep = 725,5 - 59,14 pH (R? = 0,999); 4-
nonilfenol: Ep = 867,2 — 60,40 pH (R? = 0,996)). Por lo tanto, todos los
mecanismos, ya sea de reduccion para azinfos y oxidacion para carbarilo y 4-
nonilfenol dependen del pH. Finalmente, los pH Optimos seleccionados para
trabajar con estos analitos fueron 6, 9 y 5 para azinfos, carbarilo y 4-

nonilfenol, respectivamente.
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c) Efecto dela concentracion

Mediante VPD se realizé un estudio de concentracion de los tres analitos, por
triplicado, con el fin de realizar una curva de calibracion y determinar limite de
deteccion y cuantificacion sobre el electrodo sin modificar. En la figura 11 se
muestran los voltamogramas de pulso diferencial obtenidos para los tres

analitos al variar la concentracion de la solucién de trabajo.
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Figura 11. A. Azinfos-metil en buffer B-R pH 6; B. Carbarilo en buffer B-R pH 9; C. 4-
nonilfenol en buffer B-R pH 5 / etanol 70:30. D. Curva de calibracion.
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En todos los casos, se puede observar el aumento de la corriente con el
aumento de la concentracion de analito en la zona de concentraciones de

estudio.

En la figura 11D se muestra la variacion de la corriente de pico con la
concentracion (curva de calibracion) para los 3 analitos. Cada punto de la
curva se realizé 3 veces en distintos dias. En todos los casos existe una
respuesta lineal en el intervalo estudiado (azinfos: I, =- 1,258 — 0,077 C (R?=
0,997); carbarilo: Ip = 0,533 + 0,022 C (R? = 0,997); 4-nonilfenol: I = 0,095 +

0,045 C (R?= 0,995)).

Azinfos-metil no experimenté una variacidon del potencial de pico con la
concentracion (figura 11A), por lo que para realizar la curva de calibracion, la
corriente se midié en el méximo de la sefal. Lo mismo se hizo para carbarilo,
donde si bien existe una variacion del potencial con la concentracion (inferior
a 10 mV), esta se considera dentro del error experimental. En el caso de 4-
nonilfenol, el potencial de pico varia considerablemente con la concentracion
(alrededor de 30 mV), por lo que fue necesario medir la corriente a un

potencial fijo de 560 mV para realizar la curva de calibracion.
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Los limites de deteccion IUPAC [25] de los analitos fueron 4,8; 7,0 y 8,9 uM
para azinfos, carbarilo y 4-nonilfenol, respectivamente.
Los limites de cuantificacion de los analitos fueron 16,2; 23,4 y 29,6 uM para

azinfos, carbarilo y 4-nonilfenol, respectivamente.

Para los experimentos con los electrodos modificados se seleccioné una

concentracion de 70 uM para todos los analitos, ya que a esta concentracion

se tienen sefiales muy bien resueltas.
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4.4 Respuesta de los electrodos modificados frente a los pesticidas

El comportamiento de los analitos sobre los electrodos modificados se realizé
bajo las condiciones seleccionadas. La modificacion de la superficie se realizd
siguiendo el protocolo optimizado. Para realizar los estudios, cada electrodo
se prepard de acuerdo al protocolo y solo se us6é una vez. Los estudios se
realizaron por medio de VPD, comparando las sefiales de los electrodos
modificados y el electrodo sin modificar.

En las figuras 12, 14 y 16 se muestran los VPD de cada analito (azinfos-metil,
carbarilo y 4-nonilfenol) sobre el GCE sin modificar y modificado con cada uno
de los derivados de B-CD (CDexB-012, CDexB-013, CDexB-021 y CDexB-
053). Ademas, para complementar la informacion de los VPD se adjunta una
tabla donde se muestra el desplazamiento del potencial de pico (AEp) y la
variacion de la intensidad de corriente de pico expresada en términos de
porcentaje de disminucion de la corriente de la sefal del analito sobre el
electrodo modificado, respecto a la sefial sobre el electrodo sin modificar (%
Ip).

Con el electrodo modificado que presentd la mejor respuesta, se realizd un
estudio de tiempo de acumulacion. Cabe destacar que cada medicion fue
independiente, y se realiz0 sobre un electrodo recién modificado y por
triplicado, es decir, un electrodo recién preparado, se dejé en contacto con la
solucion que contiene el analito durante un tiempo determinado, se realiz6 el
barrido de potencial y ese electrodo se limpio y se preparé nuevamente para

una modificacion.
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En la figura 12 se muestran los VPD de azinfos-metil sobre el GCE sin
modificar (linea negra) y modificado (linea roja) con cada uno de los derivados
aminados de B-CD. Se puede observar que la sefial de azinfos-metil sobre
los electrodos modificados presenta una menor intensidad de corriente,
comparado con el electrodo sin modificar. Ademas, la carga capacitiva es

diferente, lo que se evidencia por el corrimiento de la linea base.
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Figura 12: Caracterizacion electroquimica por VPD de azinfos-metil 70 uM en buffer

B-R pH 6 sobre electrodos modificados con derivados de B-CD. A. CDex-021; B.
CDex-013; C. CDex-053; D. CDex-012.
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En la tabla Il se resumen los cambios de potencial de pico e intensidad de
corriente para todos los electrodos modificados. En general, se puede
observar que el % Ip es similar con todos los derivados de B-CD, no asi el AEp,
el cual difiere entre las diferentes CDs. Esto se puede deber a que la
ciclodextrina, al entregarle un caracter hidrofébico a la superficie del
electrodo, genera un ambiente mas favorable para el analito, lo que conlleva a
gue éste requiera menos energia al reaccionar a través de la cavidad de la

CD, lo cual se evidencia con un potencial ligeramente menor (~36 mV).

Derivado de B-CD  AE, (mV) % Ip
CDex-021 0 44
CDex-013 24 39
CDex-053 36 48
CDex-012 4 35

Tabla Il. Desplazamiento de la sefal de reduccion de azinfos-metil (AE,) y razon de
corrientes (% Ip) sobre el electrodo modificado con respecto al electrodo no

modificado.

Con la CD que se alcanzdé un mayor % lp y un mayor desplazamiento de
potencial (AEp) fue con la CDex-053, por lo cual se eligié para realizar el

estudio de tiempo de acumulacién.

En la figura 13 se muestra el estudio de tiempo de acumulacién de azinfos-

metil sobre el electrodo de carbono vitreo modificado con CDex-053.
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Figura 13. Estudio tiempo de acumulacion de azinfos-metil sobre el GCE modificado
con CDex-053.

Se puede observar que la corriente de pico aumenta levemente al aumentar el
tiempo de acumulacion, de 3,4 a 3,7 pA en 20 minutos. Luego la corriente
disminuye a los 40 minutos. Aunque la variacion de corriente es pequefia

(~0,3 pA), un tiempo de acumulacion 6ptimo es de 20 minutos.

En la figura 14 se observa la respuesta de los electrodos modificados frente a
la oxidacion de carbarilo. Al igual que el caso anterior, las intensidades de
corriente son menores con los electrodos modificados y se produce un cambio

en la carga capacitiva de los electrodos.
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Figura 14: Caracterizacion electroquimica por VPD de carbarilo 70 uM en buffer B-R
pH 9 sobre electrodos modificados con derivados de B-CD. A. CDex-021; B. CDex-

013; C. CDex-053; D. CDex-012.

Cuando interacciona carbarilo con la CDex-053, se observa la aparicion de

una pegquefia sefial cercana a 0,0 mV. Esta sefial también se observa con la

CDex-013 y CDex-012 pero menos intensa. Esta sefial podria ser un producto

fuertemente adsorbido, lo que origina un prepico de adsorcién.

52



En la tabla Il se resumen los cambios en el potencial de pico e intensidad de

corriente para todos los electrodos modificados.

Derivado de B-CD  AE, (mV) % Ip

CDex-021 64 72
CDex-013 80 55
CDex-053 40 75
CDex-012 104 65

Tabla lll. Desplazamiento de la sefial de oxidacién de carbarilo (AE,) y razén de
corrientes (% Ip) sobre el electrodo modificado con respecto al electrodo no

modificado.

Carbarilo posee una mayor interaccion con la CDex-053, alcanzando un % Ip
de 75 %. Con respecto a las otras CD, los valores de corriente son similares.
Los cambios de potencial son mayores que los vistos con azinfos-metil. En la
figura 15 se muestra el estudio de tiempo de acumulacién de carbarilo con la

CDex-053, ya que con esta se observaron mejores resultados.
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Figura 15. Estudio tiempo de acumulacion de carbarilo sobre el GCE modificado con
CDex-053.
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Se puede observar que se alcanza un maximo de corriente a los 40 minutos,
para luego disminuir ligeramente. De manera similar a lo observado
previamente con azinfos-metil, el aumento en la intensidad de corriente no es
muy importante, ya que el cambio es de 1,5 a 1,7 pA aproximadamente. De

todas maneras, el tiempo de acumulacion éptimo es de 40 minutos.

En la figura 16 se muestra la respuesta de los electrodos modificados frente a
la oxidacién de 4-nonilfenol. Se observa que con los electrodos modificados
se obtienen corrientes menos intensas que con el electrodo sin modificar. A
diferencia de los otros analitos, 4-nonilfenol muestra una diferencia muy

grande en la interaccién con las CDs.
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Figura 16: Caracterizacion electroquimica por VPD de 4-nonilfenol 70 uM en buffer
B-R pH 5/Etanol 70:30 sobre electrodos modificados con derivados de B-CD. A.
CDex-021; B. CDex-013; C. CDex-053; D. CDex-012.

En la tabla IV se resumen los cambios en el potencial de pico e intensidad de

corriente para todos los electrodos modificados.
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Derivado de B-CD  AE, (mV) % Ip

CDex-021 80 77
CDex-013 88 25
CDex-053 100 24
CDex-012 80 38

Tabla IV. Desplazamiento de la sefial de oxidacion de 4-nonilfenol (AEp) y razén de
corrientes (% lp) sobre el electrodo modificado con respecto al electrodo no

modificado.

Con la CDex-021 se alcanza un % lp muy grande comparado con las otras
CDs (77 % versus 30 % aprox.). Con respecto al desplazamiento del
potencial, todas las CDs tienen un valor similar, el cual fluctia entre 80 y 100
mV. En este caso, a diferencia de los otros dos analitos, no se observa un

cambio en la linea base.

En la figura 17 se muestra el estudio de tiempo de acumulacién para 4-
nonilfenol con la CDex-021. Se puede observar que la corriente de pico
aumenta considerablemente al transcurrir el tiempo de acumulacién, de 2 a
6,7 WA a los 40 minutos. Se decidio trabajar solo hasta 40 minutos, ya que se
consider6é que el incremento en la sefial era suficiente para los estudios

siguientes y tiempos mas largos podrian ser poco practicos.
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Figura 17. Estudio tiempo de acumulacion de 4-nonilfenol sobre GCE modificado con
CDex-021.

Este comportamiento con el tiempo de acumulacion sugiere que la cinética de
inclusion es lenta, y que es necesario un tiempo de 40 minutos (incluso
superior a esto) para formar el complejo de inclusion entre 4-nonilfenol y la

CD inmovilizada.

En general, todos los analitos presentaron sefiales de menor intensidad con
los electrodos modificados. Azinfos-metil y carbarilo experimentaron un
desplazamiento de la linea base, un comportamiento similar con todos los
derivados de B-CD y un leve aumento de la corriente con el tiempo de
acumulacion. 4-nonilfenol experimenté una mayor interaccion con una CD en
particular, con la cual la corriente aumentd considerablemente con el tiempo

de acumulacion.
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4.5 Determinacion de la constante de asociacion
Un parametro esencial para determinar la afinidad ciclodextrina/huésped en la
generacion del complejo de inclusion es la constante de asociacion (Ka). En
esta memoria se determind0 la Ka de azinfos-metil por métodos
electroquimicos, ya que presenta numerosas ventajas respecto a otras
técnicas, tales como UV-visible, fluorescencia, HPLC, entre otras. Para
carbarilo y 4-nonilfenol las Ka estan informadas en la literatura, por lo que no

es necesaria su determinacion.

La determinacion de Ka se realizd en solucion siguiendo el protocolo descrito
anteriormente. Por medio de VPD se evalu6 el efecto en la intensidad de la
sefal de reduccion de azinfos-metil para concentraciones crecientes de B-CD

(2,3,4,5, 6,8y 12 mM). El estudio se realizé por triplicado.

En la figura 18A se muestran los voltamogramas de pulso diferencial de
azinfos-metil al variar la concentracion de B-CD. Se puede observar la
disminucién de la corriente al aumentar la concentracion de B-CD de 0 hasta
12 mM. En la figura 18B se aprecia claramente el efecto de la concentracion
de B-CD sobre la corriente de pico de azinfos-metil. De acuerdo a estudios
previos [9], la disminucion de la corriente de reduccion es evidencia de la
formacion de un complejo de inclusion entre azinfos-metil y la 3-CD, ya que el
complejo de inclusion presenta un coeficiente de difusion menor comparado

con la molécula libre.
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Para obtener las constantes de asociacién del complejo de inclusién azinfos-

CDs se utilizé el descenso de la intensidad de la corriente de pico en funcion

de la concentracién de ciclodextrina, segun lo descrito en la ecuacién 1

mostrada anteriormente. En la figura 19 se muestra la relacion lineal entre 1/

[B-CD] versus 1/1-(1/lo) para azinfos-metil.
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A patrtir de la ecuacion de la recta de la figura 19, se determiné que el valor de
la constante de asociacion para el complejo de inclusién azinfos-metil-$3-
ciclodextrina es de 291 + 25 M 1,

A continuacioén, en la Tabla V se muestran las constantes de asociacion para

los 3 analitos en estudio.

Pesticida Ka/ M
Azinfos-metil 291 + 25
Carbaril 350 £ 50 [26]
4-nonilfenol 360 [27]

Tabla V. Constantes de asociacion para los complejos de inclusion pesticida- B-CD.

En la tabla V se puede observar que las constantes de asociacién de los
analitos con la B-CD son similares, alrededor de 300 M. Estos valores de Ka
son relativamente bajos, por lo que la interaccién anfitribn-huésped no es muy
grande. Algunos ejemplos de constante de asociacibn mayores son para el
complejo de B-CD con 1,3-butanodiol con un valor de Ka de 12.022 M [28] o
el complejo de B-CD con doxepina con un valor de Kade 13.182 M1 [29].

En un medio acuoso, para que un pesticida no polar se incluya dentro de la
cavidad de la CD, las moléculas de agua presentes dentro de la cavidad
deben ser expulsadas. Es por esto que existen 2 factores claves para que

ocurra la inclusion.
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Primero, la molécula que se va a incluir debe ser lo suficientemente grande
para expulsar la mayoria (si no todas) las moléculas de disolvente desde la
cavidad tras la union, y segundo, la molécula de pesticida no debe ser
demasiado grande para incluirse en la cavidad por completo, ya que existe un
impedimento estérico que también disminuira la unién. Por lo tanto, las
moléculas de plaguicidas de tamafio adecuado para incluirse dentro de la
cavidad y expulsar todas las moléculas de disolvente exhibiran la mayor

interaccion [11].

Existen principalmente cuatro interacciones energéticamente favorables, que

ayudan a desplazar el equilibrio para la formacién del complejo de inclusién:

- El desplazamiento de las moléculas de agua polares de la cavidad de la
ciclodextrina apolar.

- El aumento del nimero de enlaces de hidrégeno formados con el agua
desplazada de la cavidad.

- Una reduccion de las interacciones repulsivas entre el huésped hidréfobo
y el ambiente acuoso.

- Un aumento de las interacciones hidrofébicas cuando se inserta el

huésped en la cavidad apolar de la ciclodextrina [9].
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De acuerdo a las constantes de asociacion mostradas en la Tabla V, los 3
analitos estarian formando complejos de inclusion, en los que todos los
factores antes mencionados estan presentes o participan de manera
cooperativa, de tal forma que no hay un complejo de inclusion favorecido con

respecto a los otros.

Sin embargo, los resultados electroquimicos aplicando distintos tiempos de
acumulacion, dan cuenta de una formacion favorable del complejo de 4-
nonilfenol con la CD (comparado con las respuestas de azinfos-metil y
carbarilo), ya que la corriente de este aumentd considerablemente con

tiempos largos de acumulacién (~ 40 min).
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4.6 Comportamiento de los electrodos modificados en mezclas de
analitos
Para evaluar este comportamiento en funcion de la modificacion y el tiempo
de acumulacion, se realizé un experimento utilizando una mezcla de carbarilo

y 4-nonilfenol en solucion.

Se preparé una solucién de trabajo con los 2 analitos en buffer Britton-
Robinson pH 9 a una concentraciéon de 30 y 40 uM para carbarilo y 4-
nonilfenol, respectivamente, la que fue evaluada utilizando dos de los
electrodos modificados. Cada electrodo se mantuvo en la solucion de trabajo
con un tiempo de acumulacion de 40 minutos, para finalmente registrar la

sefal por VPD.

En la figura 20 se observan los voltamogramas de pulso diferencial obtenidos
para este experimento. La sefal obtenida experimentalmente se muestra en
linea roja. Mediante un programa computacional que ajusta las curvas
experimentales a una suma de curvas gausianas por minimos cuadrados, se
evaluaron las contribuciones correspondientes a cada analito, lo que se
conoce como “desconvolucion”. De esta manera, estas contribuciones se

muestran en linea azul y negra para carbarilo y nonilfenol, respectivamente.
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Figura 20. VPD de la mezcla de
carbarilo + 4-nonilfenol 30 y 40
UM, respectivamente, en buffer B-
R pH 9. A. GCE sin modificar; B.
GCE modificado con CDex-053;
C. GCE modificado con CDex-
021.

En la figura 20 A, se muestra la sefial de la mezcla de los 2 analitos, carbarilo

y 4-nonilfenol sobre el electrodo sin modificar (linea roja). Se puede ver una

sefal ancha y mal resuelta, donde no se define claramente cada analito. El

ajuste con el programa computacional permite, por un lado, determinar con

mas precision el potencial al que aparecen las sefiales y por otro, cuantificar

la carga correspondiente a ambas contribuciones de un modo mas eficiente

gue la mera inspeccion grafica.
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Asi, se puede observar una contribucién principal (1,6 pA) centrada en 200
mV y otra de menor intensidad (~ 0,6 pA) centrada en 416 mV. Estas sefales
corresponden a la oxidacion de carbarilo y 4-nonilfenol respectivamente, de

acuerdo con los resultados de electroquimica previamente mostrados.

Los resultados con electrodos modificados se muestran en la figura 20B y C.
En ambas figuras se observan 2 sefiales, una de baja intensidad (~ 1,7 HA)
centrada en 266 mV y otra de mayor intensidad (entre 3,5y 4,6 YA, figura 20B
y 20C, respectivamente) centrada en ~ 426 mV. La sefial que se observa a
266 mV corresponde a carbarilo, la cual aparece desplazada en 66 mV con
respecto al GCE, lo que se correlaciona bien con los desplazamientos
observados con los electrodos modificados (tabla Ill). La sefial mas intensa
centrada en 426 mV corresponde a 4-nonilfenol, cuyo desplazamiento

también habia sido visto en los estudios previos (tabla 1V).

Cuando el electrodo esta sin modificacion y se tiene la mezcla de estos 2
analitos, la sefal de carbarilo es intensa y mayor que la de nonilfenol. Cabe
destacar que la intensidad de la sefial de cada analito sobre carbono vitreo es
similar para concentraciones entre 30 y 40 uM, de acuerdo a lo observado
previamente (figura 11D). Esto podria interpretarse en funcion de los

potenciales de oxidacion y la disponibilidad de la superficie para la reaccion.
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Carbarilo presenta un potencial de oxidacion menor y, por lo tanto, reacciona
a potenciales menores y podria estar ocupando un mayor numero de sitios
activos en la superficie del electrodo, en comparacion con 4-nonilfenol. Es
probable que el producto de la oxidacion de carbarilo también esté en la
superficie o en la interfase, disminuyendo los sitios disponibles para la
reaccion de nonilfenol, por lo que la sefial de nonilfenol aparece mucho

menos intensa (figura 20A).

Sin embargo, tal comportamiento cambia al tener superficies modificadas,
como se observa en las figuras 20B y C, en donde 4-nonilfenol aumenta de
forma considerable su corriente. Cuando existe una mezcla de analitos se da
un tipo de competencia entre estos por incluirse en la CD, esta competencia
favorece a 4-nonilfenol, ya que como se vio en estudios anteriores, este
analito aumenta de forma considerable su corriente cuando el tiempo de
acumulacion es de 40 minutos (figura 17). Por el contrario, carbarilo mostré en
el estudio de tiempo de acumulacién (figura 15), que la corriente aumenta

muy poco a los 40 minutos.

También se puede observar que con CDex-021 la separacion de las sefales
de los analitos es un poco mejor que con CDex-053, ya que con la primera se
presenta una separacion de los maximos cercana a 168 mV frente a 152 mV

que se obtienen con la segunda CD.
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5. Conclusiones
Los electrodos de carbono vitreo fueron modificados mediante la
formacion de un enlace covalente entre el derivado aminado de B-CD y
la superficie oxidada del electrodo, por electro-oxidacion directa del
grupo amino, lo que fue verificado por electroquimica utilizando un

mediador redox y por XPS.

La caracterizacion de los analitos sobre el electrodo sin modificar
permitié optimizar las condiciones de trabajo, tales como la velocidad
de barrido, el pH y la concentracién, para el estudio posterior con

electrodos modificados.

Los valores de constantes de asociacion para los complejos de
inclusién entre los analitos y el derivado de B-CD son similares,
alrededor de 300 M, lo que da cuenta de una interaccién

relativamente débil.

El comportamiento de los electrodos modificados frente a los analitos
fue diverso y pareciera no tener relacion con el valor de la constante de
asociacion. Sin embargo, los resultados de tiempo de acumulacién dan
cuenta de una formacion favorable del complejo de 4-nonilfenol con la

CD, en comparacion con azinfos-metil y carbarilo.
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